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Notiz tiber Isomere des Ergosterins und des Dihydro-ergosterins. 
Von 
Hans Lettré. 


Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitats-Laboratorium Gottingen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 6, Mirz 1930.) 


I. Uber y-Dihydro-ergosterin. 

Im Jahre 1928 haben Windaus und Brunken!) das Dihydro- 
ergosterin I beschrieben, das durch Hydrierung des Ergosterins mit 
Natrium und Athylalkohol entsteht und bei 173—174° schmilzt. 
Ks ist durch Digitonin faillbar und liefert ein Acetylderivat vom 
Schmelzp. 181° Durch Erhitzen des Ergosterins oder des Di- 
hydro-ergosterins I mit Natriumithylat auf 200°7) entsteht in 
ziemlich geringer Ausbeute ein Epi-dihydro-ergosterin vom 
Schmelzp. 208°, das sich durch die sterische Anordnung von 
Wasserstoff und Hydroxyl an der sekundiren Alkoholgruppe vom 
Dihydro-ergosterin I unterscheidet. Es ist durch Digitonin 
nicht fallbar und liefert ein Acetylderivat vom Schmelzp. 148—149". 
Kin weiteres Dihydro-ergosterin *), das ,vy-Dihydro-ergosterin“, 
haben kiirzlich Heilbron, Johnstone und Spring‘) beschrieben; 
es soll bei der Einwirkung von Natrium und Amylalkohol aut 
Ergosterin entstehen, es schmilzt bei 206°, soll mit Digitonin 
fillbar sein und liefert ein Acetylderivat vom Schmelzp. 179°. 
Es lag nahe anzunehmen, da dieses y-Dihydro-ergosterin ein 
Gemisch von Dihydro-ergosterin I und Epi-dihydro-ergosterin dar- 
stelle, und Herr Prof. Windaus beauftragte mich darum diese 
Annahme zu priifen. 

1) Liebigs Ann. 460, 225 (1923). 

*) Windaus, Auhagen, Bergmann u. Butte, Liebigs Ann. 477, 
276 (1930). 

8) Auf das aus dem Dehydro-ergosterin entstehende Dihydro-ergoste- 
rin II sei nur hingewiesen. Liebigs Ann. 477, 273 (1930). 

4) J. chem. Soc. 1929, S. 2252. 
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9 Hans Lettré, 


Ich habe das y-Dihydro-ergosterin nach den Angaben der 
englischen Forscher dargestellt und 0,125 g des Materials mit 
iiberschiissigem Digitonin behandelt; etwa 0,08 g waren fillbar 
und lieferten ein Digitonid, das bei der Extraktion mit sieden- 
dem Xylol reines Dihydro-ergosterin | vom Schmelzp. 173° ergab. 
0,045 g des .7-Dihydro-ergosterins“ waren nicht mit Digitonin 
fallbar; sie wurden aus dem eingedampften Filtrat des Digitonid- 
niederschlages mit Ather extrahiert und gaben beim Umkrystalli- 
sieren einen Stoff, der sich in seinen Kigenschaften als identisch 
mit dem Epi-dihydro-ergosterin erwies. 

AuBer durch Digitonin liBt sich das y-Dihydro-ergosterin, 
wenn auch weniger glatt, iiber die Acetylderivate in seine Be- 
standteile zerlegen. 0,075 g_,,y-Dihydro-ergosterin“ wurden 
1/, Stunde mit Essigsiure-anhydrid erwirmt und die gebildeten 
Acetylderivate aus Alkohol umkrystallisiert. In den schwerer 
léslichen Fraktionen sammelte sich ein Acetylderivat vom Schmelz- 
punkt 181° an, das sich als das bekannte Acetylderivat des 
Dihydro-ergosterins I erwies. Aus den leichter léslichen Frak- 
tionen wurde ein Acetylderivat vom Schmelzp. 137° isoliert, das 
ein nicht ganz reines Acetylderivat des Epi-dihydro-ergosterins 
darstellte. 

Die Versuche zeigen also, daB das 7-Dihydro-ergosterin sich 
aus zwel Komponenten zusammensetzt, die wahrscheinlich mit- 
einander eine lockere Additionsverbindung bilden. Die Richtig- 
keit dieser letzteren Annahme wurde durch die Untersuchung 
des Schmelzpunktsdiagramms erwiesen. 























US 





Notiz iiber das Isomere des Ergosterins und des Dihydro-ergosterins. 3 


II. Uber das neue Ergosterylacetat vom Schmelzp. 133°. 


Vor einiger Zeit haben Heilbron und Sexton’) mitgeteilt, 
daB beim Erhitzen von Ergosterin mit Kisessig und Kaliumacetat 
ein neues Ergosterylacetat entstehe, das sich durch einen um 40° 
niedrigeren Schmelzpunkt von dem bekannten Ergosterylacetat 
vom Schmelzp. 173° unterscheide. Ich habe auch diesen Versuch 
nachgearbeitet und das erhaltene Reaktionsprodukt mit Digitonin 
in einen fillbaren und einen nicht fallbaren Anteil zerlegt. Der 
illbare Anteil bestand aus dem Digitonid des Ergosterins; der 
nicht fillbare Anteil war das gewohnliche Ergosterylacetat vom 
Schmelzp. 173°. Das neue Ergosterylacetat vom Schmelzp. 133°. 
scheint also aus einem Gemisch oder einer lockeren Verbindung 
von Ergosterin und Ergosterylacetat zu bestehen. 


1) J. Chem. Soc. 1929, S. 925. 





Uber den Nachweis kleiner Mengen Glykokoll. 


Von 


Walther Zimmermann. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Wurzburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 24. Marz 1930,) 


Als direkter Farbnachweis fiir Glykokoll kann bisher seine 
Blaufiirbung mit Phenol und Natriumhypochlorit gebraucht werden.') 
Diese Reaktion ist deshalb nur beschriinkt anwendbar, weil sie 
auch von anderen Monoaminosiiuren, wie z. B. Alanin und Leucin, 
gegeben wird. Dasselbe gilt auch fiir die Rotfarbung, die Glyko- 
koll mit wiBriger Eisenchloridlésung gibt. Als indirekter Nach- 
weis kiénnte seine Uberfithrung in Hippursiiure dienen, die nach 
der Vorschrift von P. Haas’) zu Glyoxylsiure gespalten und mit 
Hilfe der bekannten EiweiBprobe von Hopkins und Cole %) 
(Adamkiewicz) nachgewiesen werden kann. 

In folgendem soll nun eine Farbreaktion gezeigt werden, 
welche von den Monoaminosiuren des EiweiBmolekiils allein dem 
Glykokoll zukommt: Versetzt man eine etwa 1°/,ige Glykokoll- 
lésung mit 10 Tropfen 2n-Natronlauge und 8 Tropfen waBriger 
Orthophthaldialdehydlésung*), schiittelt um und gibt jetzt nach 
etwa 10 Sekunden 1) Tropfen konzentrierte Salzséure zu, so ent- 
steht sofort eine intensiv violette Farbung. Bei verdiinnteren 
Lésungen kann sie mehr rotstichig sein. Bei konzentrierten 
Lésungen tritt indes sogar ein violetter Niederschlag auf. 

Thiele und Ginther*) beobachteten das Auftreten einer 
Violettfirbung, wenn sie Ammoniak zu ihrer Phthalaldehydlésung 
gaben und dann essigsauer machten. Bei Innehaltung der oben 
beschriebenen Technik geben Ammoniak und seine Salze nur eine 
Gelbgriinfirbung. Um ganz sicher zu gehen, kann man indes 
das Ammoniak entfernen — und das habe ich bei allen in der 
Folge beschriebenen Versuchen getan — und sich mit dem emp- 
findlichen Nesslerschen Reagens von seiner Abwesenheit iiber- 
zeugen. Die iibrigen Monoaminosiuren: «- und #-Alanin, 7-Amino- 
buttersiure, d)-Aminovaleriansiure, «-Aminocapronsiure, Prolin, 
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Oxyprolin, Glutaminsiure, Valin, Phenylalanin, Asparaginsiure, 
Serin geben zum Teil beim Alkalizusatz intensive gelborange 
Kirbungen, die auf Siurezusatz nach Gelb umschlagen. Von 
Kérpern, die mit Phosphorwolframsiure fillbar sind, reagieren 
unter Rot bis Violettfirbung Histidin, Histamin, Carnosin, Arginin, 
ferner reagierte positiv Cystein (aber nicht Cystin) und dem- 
entsprechend auch Glutathion in der Thiolform. Glycylglycin und 
(Zlycinanhydrid gaben eine unverhiltnismabig schwichere Reaktion 
als Glykokoll, die wahrscheinlich auf teilweise Spaltung zuriick- 
zufiihren ist. 

Negativ waren auBer den genannten: Atropin, Betain, Bru- 
cin, Cholin, Codein, Morphin, Colamin, Kreatin, Kreatinin, Di- 
methylamin, Glucosamin, Glykocholsiure, Glykocyamin, Guanidin, 
Harnsiure, Harnstoff, Hippursiiure, Hypoxanthin, Imidazol, Imid- 
azoldicarbonsiiure, Isoleucin, Leucin, Lysin, Methylamin, Methyl- 
suanidin, Neurin, Pilocarpin, Putrescin, Pyridin, Sarcosin, Tri- 
methylamin, Tyramin, Tyrosin und Xanthin. 

Der Nachweis von Glykokoll in kleinen Mengen verliuft auf 
Grund der geschilderten Beziehungen also derart, daB das frag- 
liche Substanzgemisch zunichst in verdiinnt schwefelsaurer Lésung 
mit Phosphorwolframsiure gefallt und damit von eventuell positiv 
reagierenden basischen Kérpern befreit wird. Die Phosphor- 
wolframsiure und Schwefelsiure wird mit Baryt entfernt, der 
Baryt durch Kohlenséure ins Carbonat iibergefiihrt, das abfiltriert 
wird. Jetzt wird die gesamte Loésung zur T'rockne eingedampft, 
wobei gegebenenfalls beigemengtes Ammoniak sich vollstandig 
verfliichtigt. Der Trockenriickstand wird mit wenig Wasser auf- 
genommen, filtriert und nun in der angegebenen Weise mit: 
Phthalaldehyd auf Glykokoll gepriift. 

Ich iiberzeugte mich an reinen Histidin- und Argininlésungen, 
daB die Phosphorwolframsaurefallungen dieser Basen quantitativ 
sind, so daB im Phosphorwolframsiurefiltrat keinerlei Farben- 
reaktion mit Phthalaldehyd zu erhalten war. Der Glykokoll- 
nachweis gelang auf diese Weise glatt in den Hydrolyseprodukten 
von Hippursiure, Glykocholsiure, im Seidenfibroin, ferner aber 
auch in allen Hydrolysengemischen von technischem Casein und 
Casein nach Hammarsten, im technischen Albumin aus Eiern 
sowie in einem krystallisierten Serumalbumin, einem Original- 
praparat von Giirber?®), doch wird der Glykokollgehalt der letzt- 
genannten HiweiBkirper (Casein usw.) schiitzungsweise nicht mehr 
als 1°/, betragen. 
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Nachdem sich neuerdings ergeben hat, daB das Glutathion 
auBer einem Mol Cystein und Glutaminsiure auch noch ein Mol 
Glykokoll enthilt®), muBte es méglich sein, auch im Hydrolysen- 
gemisch des Glutathions die Glykokollreaktion positiv zu_be- 
kommen. Dies gelang in der Tat ohne Schwierigkeit an einem 
analysenreinen Praparat*) aus Hefe. Vor Anstellung der Probe 
war das Cystein mit Luftsauerstoff in Cystin iibergefiihrt und etwa 
bei der Hydrolyse entstandenes Ammoniak beseitigt. 

Darstellung des Orthophthalaldehydreagenzes. Fiir 
die Darstellung des Reagenzes ist es nicht notwendig, den Phthal- 
aldehyd als Substanz zu isolieren. Die geeignete Liésung erhilt 
man bequem auf folgendem Wege‘*): 10g w-Tetrabrom o-Xylol 
(Kahlbaum-Schering) und 9 g krystallisiertes Kaliumoxalat 
werden mit 62ccm Wasser + 62ccm 95°/,igem Alkohol 40 Stdn. 
unter RiickfluB gekocht. Aus der klargelben Fliissigkeit werden 
50 ccm Alkohol abdestilliert, 10 g Natriumphosphat und 300 ccm 
Wasser zugegeben und jetzt aus dem Reaktionsgemisch 250 bis 
300 ccm Fliissigkeit abdestilliert, in der man zum SchluB den im 
Kiihler auskrystallisierten Phthalaldehyd auflést. Diese Lésung 
ist fiir die Farbreaktion direkt verwendbar. Sie ist in braunen 
Flaschen unbegrenzt haltbar, sofern man direkte Sonnenbelich- 
tung vermeidet; am besten fillt man sich zur Benutzung eine 
kleine Menge in eine Tropfflasche ab. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft bin ich fiir 
die Unterstiitzung meiner Arbeit zu Dank verpflichtet. 


*; Das Glutathion wurde von Herrn stud. med. Borchers im hiesigen 
Institut dargestellt. 
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Zur Frage nach dem Vorkommen von Methylguanidin 
im Tierorganismus. 


Mitteilung IV.’) 
Uber das Reineckat des Methylguanidins. 


Vou 
I. A. Smorodinzew. 


(Aus dem Laboratorium fiir biologische Chemie der 2. Moskauer Staatsuniversitat.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10. Miirz 1930.) 


In fritheren Mitteilungen’) haben wir gezeigt, daf Methyl- 
suanidin in Extrakten aus frischen Muskeln sich befindet, die 
Methode seiner Gewinnung aber gibt keine Sicherheit fiir eine 
vollkommene Isolierung des Methylguanidins vom Kreatinin, aus 
welchem Methylguanidin unter dem EinfluB oxydierender Faktoren 
sich bilden kann. 

Ich suchte nach einem Reagenz, welches mir es ermdglichte, 
diese 2 Basen vollstiindig abzusondern. Nach den Beobachtungen 
des Physiologisch-chemischen Instituts in Leipzig ist das Reinecke- 
salz (SCN),Cr(NH,),NH, i. e. NH,-Salz der 4-Rhodanato-2-Ammin- 
chromisiiure ein bequemes Reagens zur Gewinnung und Identi- 
fizierung einiger Bestandteile biologischer Fliissigkeiten. So haben 
Kapfhammer und Mitarbeiter gezeigt, da8 das Kreatin mit 
dem Reineckesalz keine Verbindungen bildet, die im Wasser 
schwer léslich sind, wihrend man leicht aus dem Harn Kreatinin 
als Reineckat*) bekommt, obgleich das Kreatinin-Reineckat etwa 
31/, mal leichter léslich ist als die Kaliumpikratverbindungen. 

Ich fand keine Angaben in der Literatur itiber das Verhiltnis 
des Methylguanidins zu dem Reineckesalz. Dies veranlaBte mich, 
folgende Versuche auszufihren. 





‘) III. Mitteilung. Smorodinzew u. Adowa, Diese Z. 182, 259 (1929). 
2) Diese Z. 180, 192 (1929); 181, 77 (1929); 182, 259 (1929). 
5) Terada, Diese Z. 170, 289 (1927). 
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Darstellung des Reineckesalzes. 


200 g NH,CNS wurden in einer Porzellanschale geschmolzen und dann 
allmiihlich in kleinen Dosen 40 g fein gepulvertes K,Cr,O, zugefiigt 


bei stiindiger Umrihrung. Dann lift man die dunkelvyiolette Masse ab- 


kiihlen, indem man sie mit einem Glasstiibchen zerreibt. Nach dem Ab- 
kiihlen wird die Masse in Pulver zerrieben und mit 150 eem kaltem Wasser 
extrahiert. Der im kalten Wasser unlésbare Rest wird von neuem mit 


400 com Wasser, welches bis zu 50° erwiirmt war, begossen und schnell 
bei derselben Temperatur abgesaugt. Das Filtrat wird in Eis abgekiihlt. 
So wird die I. Fraktion, die 35 g wiegt, erhalten. Das Extrahieren des 
Restes mit Wasser bei einer Temperatur von 50° wurde noch zweimal wieder- 
holt mit 300 bzw. 200 eem. Nach dem Abkiihlen bekommt man noch 2 Frak- 
tionen: II. Fraktion, die 15 g wiegt, und III. Fraktion von 14,5 g Gewicht. 


Jede von diesen 3 Fraktionen wurde apart aus Wasser, welches bis zu 50° 


erwirmt war, krystallisiert. Dabei wurde fiir jede Fraktion entsprechend 
200, 150, 100 eem Wasser gebraucht. Dann wurden alle Reste zusammen 
mit 50 ccm Wasser ausgezogen; hierbei bekommen wir die IV. Fraktion, 
die 1g wiegt. 

Die I. Fraktion nach der Krystallisation wog 16g, die II. 7g und 
die III. 4g; im ganzen also 28 g, fast zweimal soviel als die von Kapf- 
hammer’) angegebenen Mengen. 

In den ersten 3 Fraktionen wurde die Menge von N nach Kjeldahl 
bestimmt. 


I. 0,1377 g ‘I. Fraktion verbrauchen 27,1 cem n/10-H,SQ,. 


Il. 0,1677 g siz: ‘~ ‘“ 32,8 ccm " 

III. 0,0897 ¢ II. m ‘. 17,7 eem ~ 

IV. 0,1661 ¢ II. " ™ 32,4 ccm % 

V. 0,1711 g III. - ™ 33,2 ecm ‘ 

VI. 0,2801 g III. - - 56,0 eem " 

Es wurde berechnet fiir (SCN),Cr(NH,),NH, + H,O N = 27,66 °/). 
Gefunden: I II III IV V VI 


27,65 27,40 27,64 27,3 27,18 27,42 °%,. 


Darstellung des Kreatinins. 


Das Kreatinin wurde aus dem Harn dargestellt nach der Vorschrift 
von Folin’); zu 1 Liter Harn werden 8—10 g Pikrinsiiure, die in 
40cem Alkohol gelést war, zugefiigt*); auf jede 5 g trockenen Pikrats nimmt 
man 1 g wasserfreies K,CO, und 7,5 ccm Wasser, zerreibt in einem Morser 
10 Minuten und JiBt 1'/,—2 Stunden stehen; von Zeit zu Zeit wiederholt 
inan das Zerreiben, dann filtriert man und wiischt zwei- bis dreimal mit 
kaltem Wasser. Man fiigt zum Filtrat auf jedes Gramm Karbonat 1 cem 
99 °/,ige Essigsiiure tropfenweise auf den Schaum. Dabei wird nicht ge- 
riihrt und dann mit einer gesittigten alkoholischen ZnCl,-Lésung gemischt. 


') Die freien Aminogruppen im Eiwei8. Habilitationsschrift, Leipzig 
1925. 

2) J. of. biol. chem. 17, 463 (1914). 

8) S$. E. Menschutin bekam nach dieser Vorschrift aus 320 Liter 
Menschenharn etwa 1750 g trocknes Pikrat. 
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Die Menge der zugefiigten Lésung von ZnCl, ist gleich '/, Menge des 
Filtrats. Nach 2—3 Tagen filtriert man und wiischt den Niederschlag mit 
kleinen Mengen Wasser. Um nun die freie Base zu bekommen, nimmt man 
fiir jedes Gramm trockenen Chlorzinkkreatinins 4—5 g Pb(NQ,),, list in 
7—S Teilen kalten Wassers und fillt mit 8—10 ecm konzentriertem NH,OH. 
Danach wird drei- bis viermal mit kaltem Wasser abgespiilt. Zu dem 
Chlorzinkkreatinin werden 30 Teile Wasser zugefiigt, das Wasser wird zum 
sieden erwirmt und dann fiigt man in kleinen Dosen Pb(OH), zu; das Letztere 
wird in einer kleinen Menge Wasser verteilt, jedesmal nach der Zugabe 
von Pb(OH), wird die Mischung bis zum Sieden erwirmt. Zuletzt libt man 
30—60 Minuten sieden, liBt abkiihlen, filtriert; dann wird mit Hilfe von H,S 
vom Pb freigemacht, man filtriert nochmals und verdampft bis zur Krystalli- 
sation. Die Krystalle werden in 15—20 Teilen kochenden Wassers geloést; 
man figt 2 Teile 95°/,igen Alkohoi zu und 1libt an einem kalten Orte 
stehen. Wenn man auf Chlorzinkkreatinin berechnet, ist die Menge des 
Kreatinins fast der theoretischen Menge gleich. 


0,0872 g des Stoffes gaben 28,1 ecm N bei 15° und 749 mm. 
Fiir C,H,N,0 Ber. N 37,15 °/, Gef. N 87,14 °/,. 


Darstellung des Methylguanidins. 


87 g Kreatinin wurden in 3800 cem kochenden Wassers geliést und 
mit 800 g Quecksilberoxyd 3—4 Stunden in einem Kolben mit einer auf- 
steigenden Réhre gekocht. Nach Abkiihlung der Lésung, die eine stark 
alkalische Reaktion hat, filtriert man, siuert mit H,SO, an und fillt dann 
mit konzentrierter Phosphor—Wolframsiure. Am niichsten Tage filtriert man, 
wiischt den Phosphor-Wolframsiiure-Niederschlag mit derselben verdiinnten 
(1 °/,) Siure und zersetzt durch Zerreiben mit krystallinischem Baryumhydrat. 
Die so erhaltene Lésung wird von iberfliissigem Baryt freigemacht, indem 
man Schwefelsiiure zufiigt und einen Strom von Kohlensiiure durchlabt, 
dann wird filtriert, verdampft, mit HNO, neutralisiert und eingedickt bis 
zur Krystallisation. Nach dem Umkrystallisieren aus heifem Wasser besaB 
das Priparat den Schmelzp. 150°. Der Ausgang 75 °/). 

0,0648 g Substanz gaben 23,65 cem N bei 20° und 750 mm. 


Fir C,H,N,HNO, Ber. N 41,17°, Gef. N 41,23 °/,. 


Darstellung des Methylguanidin-Reineckats. 


1 g salpetersaures Methylguanidin wird in einer kleinen 
Menge Wasser gelést, mit HCi angesauert, bis Kongopapier eine 
blaue Farbung gibt und mit 2 g Ammonium-Reineckat (etwa 1 Mol), 
das in 150 ccm bis zu 50° erwirmtem Wasser gelést wurde, 
cefallt. Dabei bildet sich ein kleiner, rosagefarbter Niederschlag. 
Nach der Krystallisation aus Wasser bei 50° bekommt man 2,7 g, 
d.h. 75°/, der theoretischen Menge. 

Methylguanidin-Reineckat schmilzt bei 228—230°. Bei der 
Erwirmung bis 220° tritt keine Anderung der Farbe ein, was 
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diese Verbindung von Reineckaten des Histidins und Karnosins 
unterscheidet. 

1,5273 g frisch krystallisierter, lufttrockener Substanz, nachdem sie 
im Vakuumexsiccator bis zum konstanten Gewicht getrocknet war, verliert 
nur 0,0007 g. Beweis dafiir, da8 das Priparat kein Krystallisationswasser 
enthiilt. 

0,0664 g Substanz nach Durchgliihen gibt 0,0127 g Cr,Q,. 

0,0944 g - verbrauchen 21,6 cem n/10-H,SO,. 
Fiir C,H,N,C,H,N,$,Cr (Mol.-Gew. 392, 474) Ber. Cr 13,25°%, N 82,13 °%, 

Gef. ,, 13,09 » 82,06 


Die Bestimmung der Loslichkeit. 


Die Léslichkeitsbestimmung wurde in folgender Weise aus- 
gefiihrt. Ein Teil des Praparates wurde ins Wasser gebracht 
und 24 Stunden bei Zimmertemperatur, bei wiederholtem Schiitteln, 
an einem dunklen Orte stehengelassen. Dann wurde von dem 
ungelésten Rest abfiltriert und die ersten Portionen verworfen. 
Kin Teil der niichsten Fraktion wurde in einem Glischen mit 
geschliffenem Deckel gewogen. Die Fliissigkeit wurde auf einem 
Wasserbade abgedampft und der Rest im Exsiccator tiber H,SO, 
bis zum konstanten Gewicht getrocknet. 


79,2687 g gesiittigter Lésung gaben 0,3491 g. 
26,5070 ¢ - ™ » 901121 ¢. 
30,8593 g x s »  0,1671 g. 


Das gibt im Durchschnitt 0,4311 g Substanz in 100 g Wasser. 

Die Léslichkeit des Methylguanidin-Reineckat ist ungefihr 
21/, mal héher als die des Reineckates vom Kreatinin nach Kapf- 
hammer?) (0,16: 100). Der Unterschied der Léslichkeit ist nicht 
so bedeutend, da man hofien kénnte, diese 2 Substanzen aut 
diese Weise vollstiindig zu trennen, oder dab man mit Hilfe dieser 
Verbindung das Methylguanidin aus den Extrakten quantitativ 
gewinnen kinnte. Nach Terada?) kann man das Kreatinin- 
Reineckat gebrauchen, um das Kreatinin aus dem Harn zu be- 
kommen, aber fir eine quantitative Bestimmung ist diese Ver- 
bindung nicht geeignet. 

Diese Arbeit hat einen orientierenden Charakter. Da diese 
Substanz nicht geeignet ist, fiir die Isolierung des Methylguanidins 
in Gegenwart von Kreatinin, scheint es uns iiberfliissig, sie einem 
eingehenden Studium zu unterwerfen. 


1) A, a. O. 
#) A. a. O. 
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Fermentwirkungen im filtrierten und dialysierten 
Macerationssafte. 
Von 
8. Kostytschew und S. Klupt. 


(Aus dem biochemischen und pflanzenphysiologischen Institut der Akademie der Wissen- 
schaften Leningrad.) 


(Der Redaktion zugegangen am 12. Marz 1930.) 


Bereits EK. Buchner und seine Mitarbeiter’) haben hervor- 
gehoben, daB Versuche iiber Filtration des HefepreBsaftes durch 
Bakterienfilter ,zum Teil eine sehr starke Abnahme der Gir- 
wirkung zeigen“. Weiterhin haben die genannten Forscher ge- 
funden, daB bei fraktionierter Filtration des Saftes stets nur die 
erste Fraktion (20 ccm) iiberhaupt girfiihig ist; die weiteren 
Fraktionen erwiesen sich als nicht giirfihig. Die ausgefiihrten 
N-Bestimmungen zeigten, daB eine KiweiBabnahme im Safte nach 
der Filtration ausgeschlossen ist.) 

Beide Tatsachen wurden von Kostytschew und Chomitsch®) 
mit dem Macerationssaft vollkommen bestiitigt. Nach der Filtration 
des Saftes durch ein Chamberlandsches Filter nimmt seine 
Girkraft in den meisten Fallen bedeutend ab; bei der fraktio- 
nierten Filtration erweist sich nur die erste Fraktion als girfihig. 

Gegeniiber der Ansicht Buchners, der anzunehmen scheint, 
daB ein derartiges Verhalten vielen Fermenten eigen ist, kommen 
wir zum SchluB, daB auch in diesem Falle die ,,Zymase“ sich 
eigenartig verhilt. Wir haben Versuche iiber Filtration und 
Dialyse des Macerationssaftes angestellt und teilen nunmehr einige 
Resultate von diesen Versuchen mit. 

Simtliche Versuche wurden mit Macerationssiften ausgefiihrt, 
die durch 3 stiindiges Stehenlassen von Trockenhefe bei 30° mit 
der 3 fachen Wassermenge dargestellt worden waren. Zur Filtration 





1) Zymasegirung, S. 115 (1903). 
3) Zymasegirung, Tab. XXIV, S. 118 (1903). 
8) Diese Z. 176, 55 (1928). 
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dienten Chamberlandsche Bakterienfilter (,,mittlere Porenweite"), 
zur Dialyse verwendeten wir Kollodiumschliuche nach Sérensen. 

Bereits die ersten Versuche zeigten, daB es sicher gelingt, 
die Zuckervergiirung vollkommen zu verhindern, ohne die Spaltung 
der Brenztraubensiiure durch Macerationssaft abzuschwichen. Die 
Versuche wurden in Kélbchen mit dem Meisslschen VerschluB 
ausgefiihrt. Die mit Brenztraubensiiure versetzten Safte haben 
wir durch Natriumphosphat gepuffert und das zu den Ver- 
suchen verwendete Brenztraubensiurepriparat 2mal bei ver- 
mindertem Druck rektifiziert. Ein jedes Versuchskélbchen ent- 
hielt 20 ccm Saft und wurde mit 2¢g Rohrzucker bzw. mit 
0,2 cem Brenztraubensiure und 0,3 g sekundirem Natriumphos- 
phat versetzt (Xontrollversuche zeigten, daB dies die giinstigste 


Tabelle 1. 





Saft mit Rohr- |] Saft mit Brenz- 
Saft- rw ae 
; Saftportion zucker CO, traubensiure CO, 
praparat in g in g 
nach 24 Stdn. | nach 24 Stunden 
1 Nicht filtriert 0,79 0,10 
Filtriert, 1. Fraktion 0,03 0,08 
1 2. - Spur 0,02 (?) 
9 Nicht filtriert 0,77 0,07 
Filtriert, 1. Fraktion 0,15 — 
” 2. + Spur 0,07 
8 Nicht filtriert 0,80 0,07 
Filtriert, 1. Fraktion 0,01 0,07 
¥ 2. mi 0 0,05 
4 Nicht filtriert 0,65 0,08 
Filtriert, 1. Fraktion 0,01 0,07 
m 2. “ Spur 0,07 
oe 0 0,09 
5 Nicht filtriert 0,84 0,075 
Filtriert, 1. Fraktion 0,03 0,07 
- 2. » Spur = 
a 8. m 0 0,07 
6 Nicht filtriert 0,73 0,06 
Filtriert, 1. Fraktion 0,22 0,07 
. —— 0 0,11 














el i a Se) 
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Phosphatkonzentration ist), Wir haben immer gréBere Saft- 
mengen filtriert und saimtliche Fraktionen sowohl zur Zucker- 
vergirung, als zur Brenztraubensiurespaltung gleichzeitig ver- 
wendet. Die Versuche haben wir bei der konstanten T'emperatur 
von 28° ausgefiihrt. Die Resultate sind auf der Tabelle 1 zu- 
sammengestellt. 

AuBerdem haben wir die Wirkungen von Hefemutase, Hefe- 
invertase, Hefemaltase und Malzamylase untersucht. Zur Priifung 
der Mutasewirkung haben wir den Saft mit einer Lisung von 
reinem, frisch destillierten Acetaldehyd versetzt und das Ver- 
schwinden des Aldehyds mittels der Ripperschen ‘Titrations- 
methode verfolgt. Es zeigte sich, daB Mutase sich genau ebenso 
wie Carboxylase verhilt: durch Filtration wird ihre Wirkung 
nicht einmal abgeschwacht. Die folgende Tabelle enthalt die mit 
Saftpriparat 6 (vgl. Tab. 1) erhaltenen Resultate. Die Kontroll- 
portion enthielt gekochten Saft. Die am SchluB des Versuchs 
in diesem Kolben ermittelte Aldehydmenge wurde als die an- 
fiingliche Aldehydmenge der Versuchskélbchen angenommen. 


Tabelle 2. 





Aldehydmenge | Aldehydmenge Aldehyd 
Saftportion vor dem Versuch} nach dem Versuch} verbraucht 
in mg in mg in mg 
Nicht filtriert 123,2 52,8 70,4 
Filtriert, 1, Fraktion 123,2 62,4 60,8 
._ << 126,5 51,1 75,4 
Kollodiumschlauch 112,3 112,3 0 











AuBerdem haben wir je 20 ccm Macerationssaft in Kollodium- 
schlauche hineingetan und die Schlauche fiir 24 Stunden in 
100 ccm destilliertes Wasser getaucht. Alsdann wurde das diuBere 
Wasser entweder mit Rohrzucker oder mit Brenztraubensiiure 
und Phosphat bzw. mit Acetaldehyd versetzt. In keinem Falle 
war eine auch nur minimale Verarbeitung der genannten Stofte 
zu verzeichnen. Hieraus ist ersichtlich, dab die entsprechenden 
Faktoren durch die Kollodiummembran nicht diffundieren. In- 
vertase und Maltase der Hefe diffundieren hingegen durch 
Kollodiummembran und ihre Wirkungen kénnen daher selbst- 
verstindlich auch durch Filtration nicht gehemmt werden. Dies 
wird durch die folgenden Versuche erliutert. Es fehlen in den 
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Tabellen die mit nicht filtrierten Saftportionen erhaltenen Resultate, 
weil die zu untersuchenden Zucker hierbei vergoren werden. Wir 
kénnen daher nur die verschiedenen Fraktionen des filtrierten 
Saftes miteinander vergleichen. 

Die Wirkungen der hydrolysierenden Fermente haben wir 
mit Hilfe des Polarisationsapparates quantitativ verfolgt und 
geben in den Versuchstabellen direkt die erhaltenen Zucker- 
mengen an. 20 ccm Saft haben wir mit verschiedenen Mengen 
einer wiBrigen Loésung der untersuchten Zuckerarten versetzt 
und bei konstanter Temperatur belassen. Nach bestimmten Zeit- 
intervallen wurden Saftproben zu je 5 ccm entnommen, sofort 
zum Sieden gebracht, filtriert und in iiblicher Weise weiter be- 
handelt. Einige Versuche mit Invertase sind auf der folgenden 
Tabelle zusammengestellt. 














Tabelle 3. 
Rohrzucker invertiert in g nach Minuten 
Saftportion | = - er 
20 50 | 90 
ae 
Filtriert, 1. Fraktion -~ | — | 1,725 
— = | 1,037 | 1,750 
Kollodiumschlauch 0,567 | — | 2,001 
Filtriert, 1. Fraktion 0,672 0,869 | 0,998 
— 0,672 0,852 | 0,904 
Kollodiumschlauch = 0,998 | 0,998 


Eine jede Saftportion war im letzten Versuch gleich 10 ccm. 
Sie wurde mit 1 g Rohrzucker und 10 ccm Wasser versetzt. 

Die mit Maltase erhaltenen Resultate sind auf den beiden 
folgenden ‘Tabellen zusammengestellt. 





Tabelle 4. 
20 cem Macerationssaft (filtriert), 3 g Maltose, Wasser bis 50 cem. 
Saftportion Maltosegehalt Maltose 
sf Tab nes verarbeitet 

(Saft 5, Tab. 1) m “J, in %/, 
Kontrolle (gekocht) 5,937 0 
Filtriert, 1. Fraktion 3,947 36 
foe 3,005 50 
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Tabelle 5. 

20 ecm Macerationssaft, 1g Maltose, Wasser bis 50 ccm. Saftpriiparat 4. 
‘ ; Maltosegehalt Maltose 
Saftportion i a verarbeitet 

in °/, — 

im */, 
Kontrolle 1,977 0 
Filtriert, 1. Fraktion 1,108 44 

" & « 1,138 43,5 

a a 1,138 43,5 
Kollodiumschlauch 1,042 47 








Versuche mit Maltase dauerten 1 Stunde bei 35°. 

In diesem Zusammenhange war es von Interesse, die Dialy- 
sierbarkeit der Amylase zu priifen: ist es doch bekannt, dab 
Takadiastase von den pflanzlichen Zellen aufgenommen wird und 
in lebenden Zellen die vorhandenen Stiarkevorriite in kurzer 
Zeit hydrolysiert.1) Wir haben aber die durch Maceration des 
Malzes dargestellte Amylaselésung untersucht. Diese Lésung 
wurde nach der oben dargelegten Methode in Kollodiumschliuchen 
dialysiert. Die Verzuckerung der Starke wurde im Verlaufe von 
1 Stunde bei 65° bestimmt. Zu jedem Versuch verwendeten wir 
20 ccm der Amylaselésung oder des Wassers, in welchem sich 
der Kollodiumschlauch mit der Amylaselésung befand. Wir haben 
drei verschiedene Amylaselésungen untersucht und _ erhielten 
folgende Resultate: 

Nicht dialysierte Lésungen . . . 1.21,2 2.292 8. 28,4 
Wasser au8erhalb des istodinennebioendien 1 33 2. 49 3. 44 

Hierbei wurde die wihrend der Dialyse aus dem Kollodium- 
schlauche herausdiffundierte Zuckermenge beriicksichtigt. Die 
Resultate zeigen, dab Malzamylase in sehr kleinen Mengen durch die 
Kollodiummembran diffundiert, allerdings bedeutend langsamer, 
als Hefeinvertase und Hefemaltase. Dieses Resultat kann aller- 
dings nicht als endgiiltig festgestellt erscheinen, da die Méglich- 
keit nicht ausgeschlossen ist, daB die bei der Dialyse aus- 
gewaschenen intermediiiren Produkte der Stiirkehydrolyse in 
obigen Versuchen verzuckert wurden. 

Die mit verschiedenen Fermenten erhaltenen Resultate zeigen, 
daB die Poren der Chamberlandschen Bakterienfilter zu weit 





1) A. Richter, Jl. d. russ. bot. Gesellsch. 2, 61 (1918). 
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sind, um eine merkliche Adsorption der untersuchten Fermente 
herbeizufiihren. Nur viel gréBere Komplexe werden zuriick- 
gehalten. Zu diesen Komplexen gehéren verschiedene Bakterien 
und, bei geniigend langsamer Filtration, auch die ,,Zymase“. 


Zusammenfassung der Resultate. 


1. Die zuerst von Buchner und seinen Mitarbeitern am 
PreBsaft wahrgenommene und alsdann von Kostytschew und 
Chomitsch am Macerationssaft bestitigte starke Abnahme der 
Girkraft nach der Filtration durch Chamberlandsche Filter 
bildet eine Eigentiimlichkeit der Zymase. 

2. Die Wirkungen der Carboxylase, Mutase, Invertase und 
Maltase der Hefe bleiben nach Filtration durch Chamberlandsche 
Bakterienfilter quantitativ unveriindert. Hierbei besitzen verschie- 
dene Fraktionen des Filtrats dieselbe Wirkung, indes nur die erste 
Fraktion des Filtrats tiberhaupt Girwirkung zeigt. 

3. Zymase, Carboxylase und Mutase diffundieren nicht durch 
die Kollodiummembran, indes Hefeinvertase und Hefemaltase 
leicht diffundieren. Im geringeren MaBe diffundiert auch die 
Malzamylase durch die Kollodiummembran. 

4. Die Poren der Chamberlandschen Bakterienfilter sind 
zu weit, um Fermente durch Adsorption zuriickzuhalten. Nur 
Bakterien und Zymase werden abfiltriert. 
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Uber die beiden Komponenten der Malzdiastase, 
besonders mit Riicksicht auf die Mutarotation der bei der 
Hydrolyse der Starke gebildeten Produkte. 


Vou 


Erik Ohlsson. 
Mit 14 Figuren im Text. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut zu Lund, Schweden.) 


(Der Redaktion zugegangen am 24. Marz 1930.) 


Kuhns Untersuchung iiber den Wirkungsmechanismus der 
Amylasen bildet zweifellos einen der wertvollsten und bedeutungs- 
vollsten Beitrige zu unserer Kenntnis dieser Enzyme. Er zeigt 
darin, daB es 2 Haupttypen von Amylasen, a und #-Amylasen 
gibt. Bei der Hydrolyse von Starke mit einer @-Amylase wird 
als Endprodukt a-Maltose gebildet, denn, wird die Lisung 
alkalisch gemacht, tritt Mutarotation ein und das Drehungs- 
vermégen sinkt. In entsprechender Weise bildet eine #-Amylase 
bei der Hydrolyse von Starke f-Maltose, und das Drehungs- 
vermégen steigt bei Mutarotation. 

Kuhn untersuchte 3 Amylasen, nimlich Takadiastase und 
Pankreasamylase, die beide a@-Amylasen darstellen, sowie Malz- 
amylase, den einzigen Reprasentanten fiir die #-Amylasen. 

Schon 1922 habe ich gezeigt®), dab Malzamylase aus zwei 
verschiedenen Komponenten besteht, tiber die im Jahre 1926 
ausfiihrlicher berichtet worden ist. Die eine Komponente, von 
mir Dextrinogenamylase genannt, hat das Vermégen, Stirke schnell 
zu Dextrinen abzubauen, die nicht mehr von Jod gefirbt werden, 
wahrend gleichzeitig nur eine relativ kleine Menge Maltose 
entsteht. Die zweite Komponente, Saccharogenamylase, hat da- 
gegen das Vermégen, grobe Mengen Maltose zu bilden, ohne dab 
die Lésung die Eigenschaft, Jod blau zu farben, verliert. 

Es war nun von auBerordentlich groBem Interesse, diese 
beiden Enzyme mit der von Kuhn eingefiihrten und mit solchem 
Erfolg benutzten Methodik zu untersuchen. Dies war um so 
verlockender, da Ohlsson und Swaetichin gezeigt hatten, dab 
Takadiastase in ihrer Wirkungsweise fast vollstiindig mit der 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXXIX. Z 
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Dextrinogenamylase des Malzes iibereinstimmt, und eine noch 
nicht abgeschlossene Untersuchung dargetan hatte, daB die 
Pankreasamylase der gleichen Gruppe angehoért. In Griinmalz 
gibt es sowohl Dextrinogenamylase wie Saccharogenamylase, und 
die bei der Hydrolyse von Starke entstehende Maltose wird zum 
unvergleichlich gréBten Teil durch die Titigkeit des letztgenannten 
Enzyms gebildet.. Es war da ziemlich selbstverstindlich, daB die 
Saccharogenamylase eine f-Amylase sein sollte, aber man konnte 
auBerdem mit einem gewissen Grad von Wabhrscheinlichkeit da- 
mit rechnen, daB die Dextrinogenamylase in Analogie mit der 
Takadiastase und der Pankreasamylase eine ew-Amylase sein 
wirde. Die Untersuchung hat diese Annahmen voll bestiitigt 
und damit einen neuen und sehr wertvollen Beweis fiir das 
Vorkommen von zwei verschiedenen Komponenten in der Malz- 


amylase geliefert. ieecieinacinisies 


Im folgenden sollen zuerst die Malzamylase und ihre beiden 
Komponenten beschrieben werden. Einen ausfihrlicheren Bericht 
mit detaillierten Angaben der Versuchsprotokolle findet man in 
meiner Arbeit des Jahres 1926 (englisch).!°) Darauf wird iiber 
die polarimetrischen Untersuchungen der Mutarotation der bei 
der Hydrolyse der Starke gebildeten Maltose berichtet. 


1. Die Entstehung der Zwei-Enzymetheorie. 


DaB die Malzdiastase kein einheitliches Enzym, sondern eine 
Mischung aus zwei verschiedenen Enzymen darstellt, ist eine 
Theorie, die seit langem ziemlich allgemein angenommen worden 
ist, wenngleich man die beiden Komponenten nicht voneinander 
hat trennen kénnen. Die Theorie ist auf Grund gewisser Unter- 
suchungen iiber den EinfluB der Temperatur auf den Zerfall von 


Starke durch die Wirkung von Malzdiastase entstanden. 
Schwarzer') untersuchte 1870 wieviel Zucker gebildet wird, wenn 
Stiirke durch den Einflu8 von Malzdiastase so weit zerfiillt, daB sie gerade 
das Vermégen, Jod zu firben, verliert. Er fand, daB diese Zuckermenge 
bei Temperaturen iiber 60° geringer wird als bei Temperaturen unter 60°. 
AuBerdem stellte er fest, dab man bei den niedrigeren Temperaturen auch 
die gleiche geringere Zuckerbildung bekommt, wenn die verwendete Malz- 
lésung zuerst auf 70° erwiirmt worden war. Das Resultat Schwarzers 
wurde bald von mehreren anderen Forschern bestitigt, vor allem durch 
die eingehenden und fiir unsere Kenntnis tiber die Malzdiastase so grund- 
legenden Untersuchungen von O'Sullivan”) und Kjeldahl.’) 
Griitzner®) wird oft die Ehre zugeschrieben'*), konstatiert zu haben, 
daB man durch Erwiirmung das zuckerbildende Vermégen der Diastase 
zerstiren kann. Dies ist indessen nicht richtig. Er schreibt (a. a. O., 
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S. 297): ,,Wenn hiernach von einer bestimmten Menge Ptyalin in der 
Wirme und von derselben Menge Ptyalin gleichviel Stiirkekleister in 
der Kilte zersetzt wird, so ergibt sich, da& — natiirlich innerhalb ge- 
wisser Zeit — nur die letztere Portion Erythrodextrin enthilt, wihrend 
die erstere, in welcher das Ptyalin durch die Kraft der Wiirme unterstiitzt 
wurde, kein Erythrodextrin, wohl aber Zucker in groben Mengen aufweist.“ 
Griitzner hat also gar nicht untersucht, welchen Eftekt eine vor- 
hergehende Erwirmung der Enzymlésung haben kann, sondern er hat 
ganz einfach mit qualitativen Proben die Hydrolyse der Stiirke bei ver- 
schiedenen Temperaturen untersucht. Er erwihnt nicht einmal, welche 
diese Temperaturen gewesen sind, aber aus seinen iibrigen Beschreibungen 
scheint hervorzugehen, daB die Versuche in der Wirme bei 37° und die in 
der Kilte bei Zimmertemperatur ausgefiihrt worden sind. Seine Resultate, 
daB man bei hoherer Temperatur mehr Zucker als bei niedriger erhilt, 
sollten dann nur besagen, da8 das Enzym bei 37° kriiftiger wirkt als bei 
Zimmertemperatur. Griitzners Arbeit hat demnach nur sehr geringe Be- 
deutung und verdient in diesem Zusammenhang nicht weiter zitiert zu werden. 
In einer oft angefiihrten kleineren Arbeit untersucht Bour- 
quelot*) die Verinderung der Malzdiastase beim Erwirmen und 
stellt zum erstenmal die Hypothese auf, daB die Diastase aus 
einer Mischung von zwei oder mehreren verschiedenen Knzymen 
besteht, die bei steigender Temperatur sukzessiv zerstért werden. 
Aber ein halbes Jahr spiiter veréffentlicht Bourquelot eine um- 
fangreichere Arbeit iiber den gleichen Gegenstand.*) Diese be- 
deutungsvolle Arbeit, in der er von neuem die Wahrscheinlich- 
keit der Zwei-Enzymetheorie hervorhebt, scheint fast ganz in Ver- 
gessenheit geraten zu sein und wird kaum irgendwo zitiert. 
Wihrend der letzten Jahre haben verschiedene Forscher 
sowohl das zuckerbildende wie das stirkeauflésende Vermégen 
der Malzdiastase in seiner Abhingigkeit von verschiedenen 
chemischen und physikalischen Faktoren untersucht. MHier soll 


jedoch nicht iiber das Resultat dieser Untersuchungen berichtet 


werden, sondern ich verweise auf die Referate und Literatur- 
angaben in den gebriuchlichen Handbiichern. Versuche zum 
Trennen der beiden Enzyme voneinander sind indessen im groben 
ergebnislos gewesen. Die selektive Adsorptionsmethode, mit der 
Willstitter und Mitarbeiter so glinzende Resultate erhalten 
haben, scheint fiir die Trennung der Komponenten der Diastase 
nicht mit Vorteil verwendet worden zu sein, wohl aber zur 
Trennung der Diastase von anderen Enzymen. Es wiirde natiir- 
lich von gréBtem Interesse sein, wenn eine Trennung mit dieser 
Methode auch in einem solchen Fall wie dem hier vorliegenden 
durchgefiihrt werden kénnte. 

Oppenheimer?’), Waldschmidt-Leitz!*) u. a. verneinen 


©) * 
- 
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fortwihrend die Zwei-Enzymetheorie und sind der Ansicht, da8 
die von mir gefundenen Verschiedenheiten zwischen den Wir- 
kungen der beiden Enzyme durch Verainderungen anwesender 
Aktivatoren erklirt werden kénnen. Sie kénnen indessen keine 
Stiitze fiir ihre Auffassung anfiihren. Kuhn hat dagegen die 
Bedeutung der in Rede stehenden Verschiedenheiten zwischen 
der Wirkungsweise zweier amylolytischer Enzyme klar erfaBt. 
Er sagt®): ,Die Verschiedenheit der Geschwindigkeitsquotienten 
Verschwinden der Jodreaktion: Zuckerbildung, die sich 
fiir Malz- und Pankreasamylase ergeben, deutet daher auf eine 
Verschiedenheit der Reaktionswege, auf denen das tierische und 
pflanzliche Enzym den Abbau der Amylose bewerkstelligen.“ Nun 
stimmt die Dextrinogenamylase des Malzes in ihren Wirkungen 
genau mit der Pankreasamylase iiberein, wahrend die von der 
Dextrinogenamylase befreite Saccharogenamylase die charakte- 
ristischen Malzdiastaseeigenschaften in genannter Hinsicht noch 
deutlicher hervortreten liBt. Fiir die beiden Komponenten der 
Malzamylase gilt also in noch héherem Grade als fiir die von 
Kuhn genannten beiden Amylasen Malzamylase und Pankreas- 
amylase, daB der Unterschied auf einer prinzipiellen Verschieden- 
heit in der Wirkungsweise beruhen mu8. Samtliche im folgen- 
den beschriebenen Untersuchungen bestiitigen diese Annahme. 


2. Namen der Enzyme. 


Die im folgenden beschriebenen Untersuchungen zeigen, dai 
die Malzdiastase — in Ubereinstimmung mit der Hypothese von 
Bourquelot — aus zwei verschiedenen Enzymen besteht. Aber 
im Gegensatz zu dem, was friiher angenommen worden ist, ver- 
laufen die von diesen Enzymen bedingten Reaktionen nicht 
sukzessiv, sondern parallel miteinander. Die Malzdiastase 
enthiilt nicht eine Amylase, die Stiirke zu Dextrinen abbaut und 
eine Dextrinase, die diese Dextrine zu Maltose abbaut, sondern 
zwei verschiedene Amylasen, die beide Starke direkt 
angreifen kénnen. 

Die eine dieser Amylasen verursacht eine Reaktion, wodurch 
das Vermégen der Stirke, mit Jod blau gefarbt zu werden, in einem 
Zeitpunkt verschwindet, wo nur eine relativ kleine Menge Maltose 
gebildet worden ist, Unter den Reaktionsprodukten dominieren also 
die Dextrine, weshalb die Amylase als Dextrinogenamylase 
bezeichnet wird. Bei fortgesetzter Einwirkung wird indessen auch 
durch diese Amylase Maltose als Hauptprodukt gebildet. 


sill 
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Die zweite Amylase wird dadurch charakterisiert, daB das 
Vermégen der Starke durch Jod blau gefirbt zu werden, nicht 
verschwindet, bevor eine sehr groBe Menge Maltose gebildet 
worden ist. Die Maltose ist demnach schon von Beginn an das 
dominierende Reaktionsprodukt, und die Amylase wird deshalb 
Saccharogenamylase genannt. 


3. Bestimmungsmethoden. 


A. Die Aktivitit der Dextrinogenamylase wird nach 
Wohlgemuth”) in der Weise bestimmt, daB man eine Serie 
Reagenzroéhren mit verschiedenen Mengen der in Frage stehenden 
Enzymlésung beschickt, mit Wasser auf 1 ccm Volumen verdiinnt, 
1 ccm Pufferlésung und 1 ccm 0,2°/,ige Lisung von léslicher 
Stirke zusetzt, worauf die Réhren in einen Wasserthermostaten 
von 38° gebracht werden. 

Als Puffer wird Phosphat verwendet, wo nicht besonders 
angegeben, eine 1/,,-molare Phosphatmischung der Zusammen- 
setzung ,,0,12 sekundir“ laut Sérensen.'") Diese Phosphat- 
mischung hat selbst eine Wasserstoffionenkonzentration von p,, = 5,0, 
aber die Pufferwirkung ist bei dieser Wasserstoffionenkonzentration 
so gering, daB die fertige Reaktionsmischung eine solche von 
Py = 5,4 bekommt. 

Die Réhren werden im Thermostaten 30 Minuten stehen 
gelassen, worauf sie mit kaltem Wasser abgekiihlt werden. Jede 
Réhre wird mit einem, oder — wenn erforderlich — mehreren 
Tropfen etwa n/50-Jodlésung versetzt, worauf die Farbe beobachtet 
wird. Man bekommt hierbei zwei ziemlich deutliche und scharfe 
Grenzen, eine zwischen farblos und schwach gefarbt — gelbbraun 
oder violett — und eine zwischen violett und rein blau. Die 
Aktivitat des Enzyms wird durch die GriBen X und Y angegeben. 
X bezieht sich auf die erstgenannte Grenze und gibt die Anzahl 
Kubikzentimeter 0,1°/, Starkelésung an, die 1 ccm Enzymlésung 
unter den gegebenen Versuchsbedingungen so weit hydrolysieren 
kénnen wiirde, daB sie nicht mehr von Jod gefirbt wird. Y be- 
zieht sich in entsprechender Weise auf die zweite Grenze zwischen 
violett und rein blau. Hinsichtlich niherer Einzelheiten sei auf 
Ohlsson?°) verwiesen. 

Die von eventuell anwesender Saccharogenamylase herriihrende 
Aktivitit ist, in dieser Weise gemessen, so gering, daB sie ver- 
nachlassigt werden kann. Sie betriigt hichstens X = 6 oder 
vielleicht in einzelnen Fallen Y= 12. Vel. Kap. 10. 
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B. Die Aktivitit der Saccharogenamylase wird in folgen- 
der Weise bestimmt: Kin Kolben wird mit 25 ccm 2°/,iger Lésung 
von lislicher Stirke und 10 ccm Pufferlésung beschickt. Letztere 
ist, wenn nicht anderes angegeben, eine '/,,-molare Phosphat- 
lisung ,0,12 sekundir“. Der Kolben wird in einen Wasser- 
thermostaten von 38° gebracht. Nachdem die Liésung die Tempe- 
ratur des Wassers angenommen hat, werden 5 ccm der ent- 
sprechend verdiinnten Enzymlisung zugesetzt. Wo nichts anderes 
angegeben, sind 2 ccm des zu untersuchenden Enzyms auf ein 
Volumen von 50 ccm verdiinnt worden. Auch in diesem Falle 
wird die resultierende Wasserstoffionenkonzentration p,, = 5,4. 
Nach 30 Minuten werden 10 ccm herausgenommen und mit diesen 
das Reduktionsvermégen durch Titration mit Bangs erster Me- 
thode, der Hydroxylaminmethode’) bestimmt. Das Reduktions- 
vermigen wird in Milligramm Maltose ausgedriickt. Eine Tabelle 
zur Berechnung der Analysen findet sich bei Ohlsson.}*) 

Eventuell anwesende Dextrinogenamylase kann unter diesen 
Versuchsbedingungen auch zur Bildung von Maltose fiihren. Da 
das Enzym in so groBer Verdiinnung verwendet wird*), ist die 
von Dextrinogenamylase gebildete Maltosemenge so klein, daB sie 
vernachliissigt werden kann. Sie erreicht héchstens einige wenige 
Milligramm. Vgl. Kap. 10. 


4, Ausgangsmaterial. 


Als Ausgangsmaterial wurde eine folgendermaBen zubereitete 
Malzlésung verwendet. Griinmalz wird in einer Fleischmaschine 
gemahlen und mit dem gleichen Gewicht Wasser im Eisschrank 
wihrend etwa 20 Stunden extrahiert. Danach wird in der Biichner- 
presse abgepreBt und filtriert. Nach Zusatz von Toluol kann das 
so erhaltene Filtrat im Eisschrank monatelang verwahrt werden, 
ohne einen allzu groBen Teil seiner Aktivitiit zu verlieren. 


5. Die Veranderung der Malzdiastase bei Dialyse. 


200 cem Malzlisung, p,, = 4.20, wurden mit Toluol versetzt 
und durch Kollodium in einem Apparat laut Sérensen'’) gegen 
destilliertes Wasser als AuBenfliissigkeit dialysiert. Der ganze 


*) Bei der Untersuchung von Takadiastase durch Ohlsson und 
Swaectichin'!) hat keine solche Verdiinnung stattgefunden, sondern die 
Bestimmung der Aktivitiit laut dieser Methode ist mit der gleichen Konzen- 
tration der Enzymlésung wie die Bestimmung laut Wohlgemuth aus- 


gefiihrt worden. 
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Apparat stand in Eiswasser versenkt. Im AuBengefiB wurde ein 
konstanter Unterdruck gehalten, der dem osmotischen Druck der 
Innenfliissigkeit entgegenwirkte, so daB das Volumen der Innen- 
fliissigkeit wihrend der Dialyse abnahm. Nach 15 Tagen wurde 
die Dialyse unterbrochen. Das Volumen der Innenfliissigkeit be- 
trug da 62ccm. Nach Verdiinnen mit Wasser auf 200 com Volumen 
wurde die Aktivitiit der Innenfliissigkeit untersucht und mit der 
Aktivitit von nicht dialysierter Malzlisung verglichen. Folgendes 
Resultat wurde erhalten: 


mg Maltose X 
Nicht dialysiert . . .. . . 44,4 495 
Dialysiertt. . ...... . 28,0 6 


Wihrend der Dialyse findet demnach eine Verminderung 
der Aktivitiét von sowohl Saccharogenamylase wie Dextrinogen- 
amylase statt, aber in wesentlich verschiedenem Grad. Die 
Saccharogenamylase hat etwa auf die Halfte abgenommen, aber 
von der Dextrinogenamylase sind nur ungefihr 1°/, iibrig. Die 
Aktivitit wird nach Zusatz von Natriumchlorid nicht wieder her- 
gestellt. 

6. Die Stabilitét der Enzyme bei verschiedener 
Wasserstoffionenkonzentration und verschiedener Temperatur. 


Kine Versuchsserie betrifft eine Anzahl Versuche bei ver- 
schiedener Wasserstoffionenkonzentration, aber bei gleicher Tempe- 
ratur. Die Untersuchungen umfassen 3 Serien bei Kisschrank- 
temperatur, 5—S8°, sowie je eine Serie bei den Temperaturen 33, 
50, 60, 70, 75 und 80°. 

Die Versuche wurden derart ausgefiihrt, daB 25 ccm Malz- 
lésung zuerst mit Wasser verdiinnt und dann mit so viel 0,1 n-Chlor- 
wasserstoffsiure oder 0,1 n-Natronlauge versetzt wurden, daB ein 
Volumen von 100 ccm und gewiinschter Wasserstoffionenkonzen- 
tration resultierte. Nach verschiedenen Zeitintervallen wurden 
Proben entnommen, in denen die Aktivitiit in friiher angegebener 
Weise ermittelt wurde. Diese Untersuchungen der Aktivitit 
der Proben wurden also immer bei 38° und p, =5,4 aus- 
gefihrt, unabhingig von derTemperatur oder der Wasser- 
stoffionenkonzentration, bei der sich das Enzym friher 
befunden hat. 

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Tabellenform 
bei Ohlsson!) znsammengestellt, auf welche Arbeit ich hier 
verweise. Kinige Tabellen sollen hier unten mit ihrer urspriing- 
lichen Numerierung wiedergegeben werden. 
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a7. 
20 eem 0,1 n-HCl. Eissehrank. 
Tage Maltose X 'f Pu 
0 51,3 384 2250 
0,008 28,8 6 190 
0,063 1,9 0 12 2,83 
I: 4. 
12,5 ecem 0,1 n-HCl. Eisschrank. 
0 51,8 384 2250 
0,020 24 380 
0,033 39,8 
0,952 6 380 
0,992 37,7 3,57 
2,93 35,5 
1,83 0 100 
7,95 24.5 
16,0 32,9 
22,0 31,3 
28,8 26,2 
32,0 8,59 
37,9 25,6 
60,8 19,4 
139 3,71 
146 0,0 
I: 5. 
10 eem 0,1 n-HCl. Eisschrank. 
0 51,3 384 2250 
0,003 190 1500 
0,016 48,1 
0,227 24 770 
1,14 12 380 8,88 
1,20 40,4 
1,93 6 190 
4,14 40,1 
4,94 6 190 
11,0 6 190 
11,1 39,1 
21,9 Rg 190 
33,9 0 100 8,89 
39,2 341 
63,9 27,2 
142 3,94 
149 0,0 
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I: 6. 
7,5 ecem 0,1 n-HCl. Eisschrank. 
Tage Maltose X r PH 
0 51,8 384 2250 
0,015 49,2 
1,11 192 1460 4,26 
1,20 47,0 
1,95 148 885 
2,10 45,7 
4,14 44,0 
5,95 74 
11,1 40,2 48 770 
23,1 12 380 
33,9 6 190 4,26 
39,2 37,0 
56,1 6 190 
63,9 30,8 
126 0 24 
142 4,20 
149 0,0 
I: 8. 
2,5 cem 0,1 n-HCl. Eisschrank. 
0 51,3 384 2250 
0,162 296 1360 
0,347 49,6 5,61 
’ 21,1 50,6 
25,1 230 1040 
39,2 46,6 
47,0 5,39 
56,1 247 1130 
62,1 42,8 
125 192 885 
140 4,98 
147 36,2 
I: 13. 
10 cem 0,1 n-NaOH. Eisschrank. 
0 51,3 384 2250 
1,03 296 i770 8,16 
1,17 47,9 
6,15 46,5 
7,02 296 1360 
| 8,0 7,86 
13,2 39,7 
20,2 39.5 
35,1 230 1360 
35,2 84,6 
56,1 192 1130 7,45 
64,1 31,2 
138 7,18 
142 148 679 
17,8 
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ata. 
25 cem 0,1 n-NaQOH. Eisschrank. 
lage Maltose X Y Pu 
0 51,3 384 2250 
0,25 43,0 
1,0 9,69 
2.92 230 1360 
3,21 34,2 
6,20 25,5 
13,0 20,7 
13,2 192 1130 
21,0 15,4 
37,1 148 885 
44,0 9,16 
50,2 8,0 
124 8,78 
130 0,7 57 261 
Zs 29. 
35 cem 0,1 n-NaOH. Eisschrank. 
0 51,8 384 2250 
0,118 30,6 
0,160 247 1460 
1,00 192 885 
1,03 9,6 
2.0 10,25 
3,00 6,1 
3.17 192 885 
7,15 5,7 
8,15 148 885 
22.0 124 729 
29,0 9,70 
85,2 1,1 
109 9,21 
115 48 380 
3 2a. 
45 ecm 0,1 n-NaOH. Eisschrank. 
0 51,3 384 2250 
0,059 9,1 
0,066 124 729 10,91 
111 0,7 
1,32 48 190 
3,11 12 100 
5,09 12 100 
20,1 0 24 
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I: 3. 


55 eem 0,1 n-NaOH. Eisschrank, 

















Tage Maltose xX Z Pu 
0 51,3 384 2250 11,37 
0,003 24,8 

0,007 100 770 

0,038 1,2 

0,045 O4 190 

1,08 0 0 














Bei Eisschranktemperatur und einer Wasserstoffionenkonzentration von 
Po = 2,5 werden beide Enzyme innerhalb 5 Minuten fast vollstiindig ver- 
nichtet, aber schon bei py; = 2,8 (I: 2) ist die Saccharogenamylase merkbar 
bestindiger. Doch wird sie in 5 Minuten zur Hilfte und innerhalb 
11/, Stunden fast vollstindig zerstért. Bei p,;, = 3,3 betriigt die Halbierungs- 
zeit fiir die Saccharogenamylase schon einen ganzen Tag und bei py, = 3,6 (I: 4) 
etwa 1 Monat, wiihrend die Dextrinogenamylase fortwihrend sehr unbestiindig 
ist. Erst bei py = 3,9 ([: 5) wird die Stabilitiit der Dextrinogenamylase be- 
triichtlich gréBer. Bei dieser Wasserstoffionenkonzentration wird die Saccha- 
rogenamylase nur sehr langsam zerstért. Bei py = 5,6—6,8 haben beide 
Enzyme maximale Stabilitiit erreicht, aber schon bei py; = 7,25 gewahrt 
man eine Abnahme der Stabilitit, die fiir die Saccharogenamylase ganz 
deutlich ist, fiir die Dextrinogenamylase aber innerhalb der Grenzen der 
Versuchsfehler liegt. Wird die Lésung stiirker alkalisch gemacht, mit 
einem py bis zu 8,9, wird die Saccharogenamylase immer schneller zerstért, 
wihrend die Stabilitiét der Dextrinogenamylase nur unbedeutend abnimmt. 
Bei noch hoéheren py,-Werten wird die Stabilitit beider Enzyme geringer, 
jedoch so, daf die Stabilitit der Dextrinogenamylase durchweg gré8er ist 
als die der Saccharogenamylase. 

Aus diesen Versuchen geht also hervor, dai man eine von 
Dextrinogenamylase mehr oder weniger befreite Saccharogen- 
amylaselésung erhalten kann, indem man die Enzyme bei Kis- 
schranktemperatur wihrend einer geeigneten Zeit einer sauren 
Reaktion mit p,, kleiner als 4 aussetzt. In entsprechender Weise 
kann man eine von Saccharogenamylase mehr oder weniger be- 
freite Dextrinogenamyl!aselésung erhalten, indem man die Enzyme 
einer alkalischen Reaktion aussetzt. Letztgenanntes erreicht man 
indessen bedeutend leichter und besser durch Arbeiten bei héherer 
Temperatur, was aus den folgenden ‘T'abellen hervorgeht, die 
einen Versuch jeder Versuchsserie wiedergeben. 

Mit steigender Temperatur nimmt die Stabilitét der Enzyme 
ab, aber eine Temperaturerhéhung hat einen gréferen Kinflub 
auf die Saccharogenamylase als auf die Dextrinogenamylase. Bei 
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IV: 7. 


Temperatur 38°. 














Maltose 


65,2 
63,4 
60,7 
60,5 
57,9 


69,5 
61,0 
59,6 
54,9 
53,6 
51,9 
45,8 
27,5 
19,9 
14,3 

1,1 

3,8 

2,5 

1,1 


230 


190 


190 
190 
190 
190 
190 
190 
190 
190 
100 


100 
48 


48 
V:8. 





Temperatur 50°. 


296 


190 
190 
100 
100 
100 
48 
48 
24 
24 











1500 


1500 
1500 
1500 
1500 
1500 
1500 
1500 
1500 

770 


770 
380 


380 


1770 


1500 
1500 
770 
770 
770 
380 
380 
190 
190 


6,36 


6,31 





5,93 


6,60 


6,56 


6,53 





6,33 








Uber die beiden Komponenten der Malzdiastase usw. 


VI: 7. 








Maltose 


69,5 
42,9 
14,7 
8,3 
7,2 
6,7 
6,0 
4,9 
4,0 
3,0 
0,0 





72,5 





12,5 











Temperatur 60°, 
X 


296 


190 

190 

190 

190 

48 

24 

3 
VII: 6. 
Temperatur 70°. 
296 
190 
190 








190 
100 
48 
24 
6 
VIII: 4. 
Temperatur 75°. 
296 
190 
100 
48 
24 
24 
12 
is : &. 
Temperatur 80°. 
296 
190 




















Y 


1770 


1500 
1500 
1500 
1500 
380 
190 
24 


1770 
1500 
1500 


1500 
770 
380 
190 

48 


1770 
1500 
770 
380 
190 
190 
100 


1770 














Pu 


6,74 


6,28 


6,42 


6,52 
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jeder Temperatur hat die Wasserstoffionenkonzentration eine 
ihnliche Bedeutung wie friiher, indem die Stabilitét bei einem 
gewissen p,, am groBten ist, aber zu beiden Seiten davon ge- 
ringer. Dies zeigen die Figg. 1—7. Als MaB fiir die Stabilitat 
der Enzyme wird hier die Halbierungszeit benutzt, d. h. die Zeit, 
die verflieBt bis die Aktivitit der Enzyme, ausgedriickt in ,,mg 
Maltose“ oder ,,X“, auf die Halfte gesunken ist. Die Halbierungs- 
zeit ist in diesem Zusammenhang ein recht unbestimmter Begriff, 
dessen Verwendung eigentlich nicht berechtigt ist. Er erméglicht 
es aber in ein paar Kurven das Hauptresultat einer groBen An- 
zahl von Versuchen iibersichtlich zusammenzufassen. Die Halbie- 
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Fig. 1. Die Halbierungszeiten bei ung. 6°. Fig. 2. Die Halbierungszeiten bei 38°. 
Saccharogenamylase, —~—~—— Dextrinogenamylase. 


rungszeit kann nicht exakt berechnet, sondern nur mit einem 
gewissen Grad von Willkiir abgeschitzt werden. Ihre Verwendung 
setzt niimlich voraus, dab der Prozeb den Gesetzen fiir eine ein- 
fache, monomolekulare Reaktion gehorcht, was hier keineswegs 
der Fall ist. AuBerdem wiirde sie einfache Proportionalitat 
zwischen den Quantitiiten ,mg Maltose* und der Enzymmenge 
voraussetzen, was nur innerhalb gewisser Grenzen der Fall ist. 
Man darf deshalb den Kurven keine andere Bedeutung zuschreiben 
als die, dab sie die erhaltenen Resultate kurz und iibersichtlich 
andeuten. 

Es zeigt sich, dab eine 'Temperatursteigerung die Héhe der 
Kurven, d. h. die Stabilitat der Enzyme*), in hohem Grade ver- 


*) Die Hoéhenskala ist in den verschiedenen Figuren verschieden. 
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indert, dagegen aber auf die Lage der Kurven entlang der 
Abszissenachse, d. h. auf die Abhingigkeit der Stabilitiit von der 
Wasserstoffionenkonzentration, fast keinen EinfluB hat. So be- 
sitzt die Saccharogenamylase die gréBte Stabilitit bei etwa p,, = 6 
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Fig. 3. Die Halbierungszeiten bei 50°. Fig. 4. Die Halbierungszeiten bei 60° 
Saccharogenamylase. ~—-—~— Dextrinogenamylase, 
und die Dextrinogenamylase bei ungefihr p,, = 6,5, unabhingig 
von der Temperatur. 
Bei Eisschranktemperatur liegt die Kurve der Saccharogen- 
amylase, auBer bei den stiirksten alkalischen Reaktionen, be- 
- | 
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Fig. 5. Die Halbierungszeiten Fig. 6. Die Halbierungszeiten 
l der Dextrinogenamylase bei 70°. der Dextrinogenamylase bei 75°. 
, deutend iiber der der Dextrinogenamylase. Die Kurven schneiden 


sich bei ungefihr P,, = 8,5, darauf liegt die Kurve der Dextri- 
nogenamylase unbedeutend iiber der der Saccharogenamylase. Bei 
38° haben die Kurven etwa gleiche Hihe, aber die Kurve der 
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Saccharogenamylase ist hier wie immer etwas in der Richtung 
gegen niedrigeres p,, im Verhaltnis zur Kurve der Dextrinogen- 
amylase verschoben. Bei 50° ist die Kurve der Saccharogen- 
amylase im Verhialtnis zu der der Dextrinogenamylase bereits so 
niedrig, da®B sie iiberall unter derselben liegt. Bei 60° ist die 
Kurve der Saccharogenamylase verglichen mit der der Dextri- 
nogenamylase auf eine Unbedeutenheit reduziert, was bei héheren 
Temperaturen noch mehr der Fall ist. 


Qoor: 








Ee 
23456768977 


Fig. 7. Die Halbierungszeiten der Dextrinogenamylase bei 80°. 


7. Trennung der beiden Enzyme voneinander. 


Die oben angefiihrten Untersuchungen zeigen, das es wenigstens 
in gewissem Grade médglich ist entweder die Dextrinogenamylase 
oder die Saccharogenamylase unter solchen Bedingungen zu zer- 
stéren, daB das andere Enzym gleichzeitig nur in geringem Mage 
veriindert wird. Mit anderen Worten, man kann auf Grund 
dieser Untersuchungen mehr oder weniger einheitliche Priaparate 
der beiden Enzyme darstellen. Zu diesem Zwecke kann man in 
verschiedener Weise Temperatur, Wasserstoffionenkonzentratiou 
und Zeit kombinieren und doch zu ungefihr dem _ gleiche 
Resultat gelangen. Es diirfte daher zweckmiBig sein, Temperatur 
und Wasserstoffionenkonzentration so zu wihlen, daB die Dar- 
stellung der Enzyme in relativ kurzer Zeit vollendet werden kann. 


A. Darstellung von Saccharogenamylase. 


Wegen der gréBeren Wirmempfindlichkeit der Saccharogen- 
amylase mu die Darstellung derselben immer bei niedriger 
Temperatur erfolgen. Zwecks Ermittelung der Bedingungen fir 
eine bequeme Darstellung von Saccharogenamylase sind folgende 
Versuche ausgefihrt worden. 
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50 ccm Malzlésung werden mit einer gewissen Menge 0,1 n- 
Chlorwasserstoffsiiure sowie Wasser bis zu einem Volumen von 
100 ccm versetzt. Nach 15 Minuten wird so viel einer m/15- 
Lésung von sekundirem Natriumphosphat sowie so viel Wasser 
zugesetzt, daB das Gesamtvolumen 200 ccm und ein p, von 
etwa 6 erreicht, denn bei dieser Wasserstoffionenkonzentration 
sind beide Enzyme sehr bestiindig. Vor Beginn des Versuches 
sind simtliche Fliissigkeiten mit Kiswasser gekiihlt und wiihrend 
des Versuches ist das Reaktionsgefii in Kiswasser eingetaucht. 
Tab. 1 zeigt das Resultat zweier solcher Versuchsserien, aus- 
gefiihrt mit verschiedenen Malzlésungen. In der Tabelle wird 
zuerst die verwendete Menge Chlorwasserstoffsiure und die hierbei 
entstandene Wasserstoffionenkonzentration angegeben, darauf die 
benutzte Menge sekundires Natriumphosphat und die dabei ent- 
standene Wasserstoffionenkonzentration, sowie schlieBlich die in 
gewohnlicker Weise erhaltenen Aktivititen ,mg Maltose“ und ,,.Y“. 
Wie letzten Werte jeder Versuchsserie beziehen sich auf die ur- 
spriingliche, gleicherweise verdiinnte Malzlésung. 





Tabelle 1. 

HCl Phosphate Maltose : 

ecm Pu ecm Pit mg ° 

40 2,81 72 5,65 4,2 0 
35 3,08 63 5,67 22.0 3 
30 3,23 54 5,52 26,4 
25 3,39 45 5,46 28,6 6 
22.5 3,49 40,5 5,46 28,3 6 
20 3,64 36 5,45 28,5 24 
17,5 3,76 31,5 5,34 32,2 100 
15 3,88 27 5,32 32,9 100 
- — _ 5,35 87,4 380 
40 2,77 52 6,02 1,8 0 
35 2.96 63 6,05 13,1 3 
30 3,20 54 6,08 25,7 8 
25 3,48 45 6,03 27,8 6 
22.5 3,60 40,5 6,06 28,0 6 
20 3,79 36 6,08 27,8 48 
17,9 3,94 31,5 6,05 28,7 100 
15 4,19 27 6,08 29,8 100 
— on 5,86 80,6 380 
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So erhilt man durch Versetzen einer Malzlésung bei 0° mit 
so viel 0,1 n-Chlorwasserstofisiure, daB p, etwa 3,3 wird, und 
Abbrechen des Versuches nach 15 Minuten durch Zusetzen von 
so viel sekundirem Phosphat, dab p,, etwa 6 wird, eine kriftig 
wirkende Saccharogenamylaselisung, deren Aktivitat 70—80 °/ 
der urspriinglichen Malzlésung betrigt, wihrend die Aktivitat der 
Dextrinogenamylase auf 2°/, des urspriinglichen Wertes oder 


darunter gesunken ist. 


B. Darstellung von Dextrinogenamylase. 


Ks ist méglich, eine Dextrinogenamylaselésung in ihnlicher 
Weise wie eine Saccharogenamylaselésung durch Alkalischmachen 
der Lésung bei niedriger Temperatur darzustellen. Das Verhiltnis 
zwischen den Stabilitaten der beiden Enzyme ist hier indessen 
weniger giinstig. Es ergibt sich aus den Figg. 1—7, daB man 
bei héherer Temperatur ein bedeutend besseres Resultat zu er- 
warten hat, und die bei Ohlsson 1926 angefiihrten Versuchs- 
serien [V—IX geben hierfiir alle nétigen Aufschliisse. 

Die Darstellung kann in folgender Weise geschehen. In 
einem Wasserthermostat von 70° werden in einem Kolben 
75 ccm Wasser auf diese Temperatur erwirmt. Darauf werden 
25 ccm Malzlésung zugesetzt und der Kolben unter schwachem 
Umschiitteln ins Wasser eingetaucht gehalten. Nach 10 Minuten 
wird der Kolben mit kaltem Wasser abgekiihlt. Wahrend des 
Erwirmens entsteht eine Fallung, die indessen die Aktivitat des 
Enzyms nicht beeinfluBt; es ist gleichgiiltig ob sie abfiltriert wird 
oder nicht. Die Verdiinnung mit Wasser bildet natiirlich keinen 
wesentlichen Teil der Darstellungsmethode, aber eine nicht ver- 
diinnte Malzlésung muB etwas linger, z. B. 15 Minuten, erwarmt 
werden. 

Versuch VII: 6 zeigt, wie die Enzyme bei dieser Behandlung 
verandert werden. Das zuckerbildende Vermégen sinkt von 72,5 mg 
auf 6,0 und dieser verbleibende Rest ist zweifellos zum aller- 
gré8ten Teil eine Funktion der Dextrinogenamylase und _ nicht 
eines iibriggebliebenen Restes von Saccharogenamylase (vgl. Kap. 10). 
Die Dextrinogenamylase ist relativ stabil, sie sinkt von XY = 26 
auf Y = 190, aber die Stabilitat diirfte tatsichlich gréBer sein 
als diese Zahlen angeben, da diese Werte mit einer erheblichen 
Unsicherheit behaftet sind.*) DaB die Dextrinogenamylase in 





*) Vgl. Ohlsson 1926, 44. 
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Wirklichkeit durch diese Behandlung nur unbedeutend verindert 
wird, ergibt sich aus folgendem Versuch, ausgefiihrt mit einer 
anderen Malzlésung, die eine Wasserstoflionenkonzentration von 
p, = 6,11 hatte. Bei der Darstellung der Dextrinogenamylase 
in angegebener Weise sank die Aktivitit der Saccharogenamylase 
von 33,0 auf 2,7 mg Maltose, wahrend die Aktivitit der Dex- 
trinogenamylase nur von X= 159 bis auf X = 124 sank, d. h. 
es sind mehr als drei Viertel verblieben. 

Bei diesen Versuchen mu8 die Wasserstoffionenkonzentration 
zwischen p,, = 6 und 7 gehalten werden. 


8. Der EinfluB der Wasserstoffionenkonzentration auf die Aktivitat 
der Saccharogenamylase. 


Die Aktivitait ist in angegebener Weise bestimmt worden. 
Die Wasserstoffionenkonzentration ist durch Verwendung von 
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big.8. Die Aktivitét der Saccharogenamylase bei verschiedenen Wasserstoffionenkonzentrationen. 
@ Tabelle 2. © Tabelle 3. 


Pufferlésungen variiert worden. Diese bestanden aus ‘/,, molaren 
Lisungen von Phosphorsiure, primirem Kaliumphosphat und 
sekundarem Natriumphosphat, sowie bei p,, griBer als 8 yon 
U,1 n-Natriumhydroxyd. Die Versuchsergebnisse sind in den Tab. 2 
und 3 sowie in Fig. 8 ersichtlich. In den Tabellen wird die 
Wasserstoffionenkonzentration angegeben, die Aktivitat in ymg Mal- 
tose“ sowie — in der letzten Kolonne — in Prozent des gréBten 
Wertes der Tabelle. Die Versuche in Tab. 2 sind mit einer 
Saccharogenamylaselésung ausgefiihrt, zubereitet laut oben an- 
3* 





86 Erik Ohlsson, 


7 


gegebener Methode. Diese Lésung zeigte eine Dextrinogenamylase- 
aktivitat von X = 3 und Y= 100. Die Versuche in Tab. 3 sind 
mit der urspriinglichen Malzlésung ausgefiihrt, aus der die oben 
erwihnte Saccharogenamylaselisung dargestellt worden ist. Diese 
Malzlésung ist auf das Vierfache ihres Volumens verdiinnt worden, 
um mit der Saccharogenamylaseliésung vollkommen vergleichbar 
zu werden, bei deren Zubereitung gleichfalls eine solche Ver- 
diinnung stattgefunden hat. Diese so verdiinnte Malzlésung 
zeigte eine Dextrinogenamylaseaktivitit von X = 159 und Y= 729, 

In Fig. 8 sind die Prozentwerte der letzten Kolonne beider 
‘T'abellen zusammengefaBt, und die Figur zeigt, wie gut die beiden 
Versuchsserien iibereinstimmen. Dies deutet darauf, daB die 
Saccharogenamylase, wenn sie der stark sauren Reaktion bei der 
Darstellung der Enzymlisung ausgesetzt wird, ihrer Natur nacli 
keine Veriinderung erfihrt, wihrend die Dextrinogenamylase vou 
X = 159 bis auf X¥ = 3 zerstért wird. 


Tabelle 2. 























Maltose Maltose 
Pu a ae Pr _—_—— —_—— 7 a 
mg | 0 ing | "fo 

2.72 00 | 00 5,77 293 91,0 
2,86 09 | 2, 6,06 230 | 87,0 
3,14 9,7 | 30,1 6,52 26,7 82,9 
8,35 22,5 | 69,9 7,21 26,0 80,7 
3.69 27,0 | = 88,9 7,80 215 | 668 
4,13 31,6 | 98,1 8,21 142 | 44,1 
4,67 32,2 | 100,0 8,32 11,8 | 366 
4,94 30,9 | 96,0 8,36 62 | 19,8 
5,D2 31,9 | 99,1 9,18 0,3 | 0,9 
5,70 30,1 | 93,5 | 


Das Optimum fiir die Saccharogenamylase liegt in beiden 
Versuchsserien zwischen p,, = 4 und p,, = 5,75. Es handelt sich 
also um eine ziemlich breite Optimalzone und nicht um einen 
Optimalpunkt. Die Resultate stimmen ziemlich gut mit den 
Angaben friiherer Forscher iiberein, die sich, gleichwie Tab. °, 
auf urspriingliche Malzlisung, also auf eine Mischung beider 
Enzyme beziehen. Es bestehen indessen gewisse kleinere Unter- 
schiede. Adler?) hat hauptsiichlich Acetatpuffer benutzt und 
hat nur einige wenige Versuche mit Phosphatpuffer in der Nihe 
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des Optimums ausgefiihrt. Seine Versuche sind bei 20° aus- 
gefihrt. Die Werte auf der sauren Seite des Optimums stimmen 
mit meinen Werten recht gut iiberein, aber auf der alkalischen 
Seite findet er einen viel steileren Abfall, so daB die Aktivitit 
schon bei p, = 7,25 nur 4,8 °/, der maximalen Aktivitit betriigt. 
Krnstrém®) hat nur 4 Werte erhalten bei 37° und mit Acetat- 
puffer. Er findet auch eine relativ breite Optimalzone zwischen 
pz = 4 und 6. Innerhalb dieses Gebietes liegen drei seiner 
Versuche. Der vierte Versuch bei p,, = 3,19 zeigt nur eine 
Aktivitat von 4°/, der maximalen. Am besten scheinen mit 
meinen Versuchen die Werte von Sjéberg und Eriksson!) 
iibereinzustimmen, aber auch im Vergleich mit ihren Angaben 
scheint der linke Teil meiner Kurve etwas gegen die saure Seite 
verschoben zu sein. 




















Tabelle 3. 
Maltose Maltose 

Pu ——___—— - Pir | 

mg yi mg a 
2,68 06 | 1,3 5,88 44,0 94,6 
2,77 21 | 4,5 5,99 43,3 93,1 
2.83 45 | 9,7 6,14 42.6 91,6 
2,96 25 | 26,9 6,34 41,4 89,0 
3,06 23,1 | 49,7 6,49 40,3 86,6 
3,30 32,4 | 69,7 6,76 37,5 80,6 
3.41 36,5 | 18,5 7,09 36,4 18,3 
3,59 39,6 | 85,1 7,17 35,0 15,3 
3,85 41,6 | 89,4 7,46 34,1 | 73,3 
4,00 44,5 | 95,7 7,73 28,7 | 61,7 
4,21 44,5 | 95,7 7,86 26,6 57,2 
4,82 46,5 | 100,0 8,138 19,1 41,1 
5,25 46,0 | 98,9 8,29 16,7 35,9 
5,64 45,6 | 98,0 8,44 14,3 30,7 
5,75 44,4 | 95,5 8,75 5,4 11,6 


9. Der EinfluB der Wasserstoffionenkonzentration auf die Aktivitat 
der Dextrinogenamylase. 


Die Versuche sind in iiblicher Weise und unter Benutzung 
der gleichen Pufferlésungen wie bei der Untersuchung der 
Saccharogenamylase im vorstehenden Kapitel ausgefiihrt worden. 
Die Wasserstoffionenkonzentration der Enzymlésung selbst betrug 
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ungefahr p,, = 6. Wenn nun ein Versuch bei relativ stark saurer 
Reaktion, z. B. p, = 4, ausgefiihrt wird, so besitzen Phosphate 
bei dieser Wasserstoffionenkonzentration eine ziemlich schwache 
Pufferwirkung. Die Wasserstoffionenkonzentration wird deshallh 
zum ‘T'eil durch die Enzymlésung bestimmt, die selbst eine ge- 
wisse Pufferwirkung hat. Da die Aktivitiit des Enzyms bei dieser 
Wasserstoffionenkonzentration klein ist, sind relativ groBe Mengen 
Enzymlésung erforderlich, um die Stirke zu mit Jod nicht farb- 
baren Produkten hydrolysiert zu bekommen. Es kann z. B. vor- 
kommen, daB die Grenze zwischen den beiden ersten Réhren 
liegt, die 1 bzw. 0,5 ccm Enzymlésung enthalten. Die Inhalte 


100 + 











3 4 5 6 7 8 9g 
Fig. 9. Die Aktivitat der Dextrinogenamylase bei verschiedenen Wasserstoffionenkonzentrationen 
@ Tabelle 4. © Tabelle 5. 


dieser beiden Réhren unterscheiden sich also voneinander durch 
nicht weniger als 0,5 com Enzymlésung, und dies kann mit sich 
bringen, daB die Wasserstoffionenkonzentration in den_beiden 
Rohren ziemlich verschieden wird. Aus diesem Grunde muB man 
in allen zweifelhaften Fallen die Wasserstoffionenkonzentration 
in beiden Roéhren bestimmen, zwischen denen die Grenze liegt. 
Durch geringes Variieren der Zusammensetzung der Pufferlésung 
in den verschiedenen Rohren habe ich versucht, die Wasserstofi- 
ionenkonzentration in allen Réhren so gleich wie méglich zu er- 
halten. In Versuchen, die in einem Gebiete liegen wo Phosphat- 
mischungen eine kraftige Pufferwirkung besitzen, oder wo die 
Réhren nur kleine Mengen Enzymlésung enthalten, sind diese 
VorsichtsmaBnahmen nicht notwendig. 
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er In den Tab. 4 und 5 sowie in Fig. 9 sind 2 Versuchsserien 
te mit laut Kap. 7B dargestellter Dextrinogenamylaselisung wieder- 
1e gegeben. Die Tabellen enthalten die GréBen p, und X, sowie 
lh Tab. 4 auch Y. AuBerdem wird auch X und Y in Prozent des 
e- groBten Wertes jeder Tabelle angegeben. Der prozentuelle X-Wert 
er bildet die Ordinate in Fig. 9. Die in Tab. 4 verwendete Enzym- 
1 lisung hatte eine Saccharogenamylaseaktivitit von 2,7 mg Maltose 
b- und in Tab. 5 von 38,1 mg. 

l- 
Nn Tabelle 4, 
te = === = 
Pu x "/o X } ‘lo ¥ 
3,80 12 10 100 14 
4,14 48 39 380 52 
4,28 74 60 442 61 
4,94 96 77 442 61 
5,45 124 100 729 100 
5,78 124 100 729 100 
6,08 74 60 442 61 
6,39 74 60 442 61 
6,78 48 39 380 52 
7,13 48 39 380 52 
7,50 24 19 380 52 
1,15 12 10 190 26 
8,06 6 5 48 7 
Tabelle 5. 
Pu x ‘lo X Pu x "lo X 
l Sia <= = = Sco = arena — aan —— = aaeasananet ~ 
h 3,54 3 2 6,92 159 100 
N 3,92 6 4 6,37 124 78 
n 3,99 12 8 6,67 74 47 
. 4,21 48 30 7,12 57 36 
t 4,53 96 60 7,45 24 15 
; 4,69 124 78 7,75 24 15 
, 5,34 124 78 7,95 24 15 
i 5,72 159 100 8,10 12 x 

































































Die Ubereinstimmung zwischen den beiden Versuchsserien 
ist allerdings nicht sonderlich gut, man kann aber kaum mehr 
erwarten, wenn man bedenkt, mit welcher Unsicherheit Be- 
Vergleicht man 


stimmungen solcher Art behaftet sein miissen. 
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die Aktivitiitskurve der Dextrinogenamylase mit der der Saccha- 
rogenamylase, Fig. 10, findet man einen erheblichen Unterschied, der 
bedentend gréBer ist als durch die Unsicherheit der Dextrinogen- 
amylasebestimmungen verursacht werden kann. Die Dextrinogen- 
amylase hat nicht, wie die Saccharogenamylase, eine breite 
Optimalzone, sondern eher einen Optimalpunkt, der zwischen 
P, = 5,5 und 6,0 liegt. Zu beiden Seiten dieses Wertes verliuft 
die Kurve einigermaBen parallel mit der Kurve der Saccharogen- 
amylase, aber stets innerhalb dieser in einem Abstand von etwa 
einer Kinheit im p,. 
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Fig. 10, Die Aktivitat der beiden Enzyme bei verschiedenen Wasserstoffionenkonzentrationen. 


———-- Saeccharogenamylase. ———-— Dextrinogenamylase. 


Kine entsprechende Untersuchung, ausgefiihrt mit unverainderter 
Malzlisung, verdiinnt im Verhiltnis 1:4, gab ein sehr unerwartetes 


Resultat. 


Eine solehe Versuchsserie zeigt Tab. 6 und Fig. 11. In der Tabelle 
wird die Wasserstotfionenkonzentration im letzten farblosen Rohr, py, (X); 
sowie in einigen Fillen auBerdem im letzten violetten Rohr, py (Y), an- 
gefiihrt. Diese beiden Zahlen werden nimlich in den fiinf letzten Versuchen 
sehr verschieden, da die Enzymmenge in den genannten beiden Rohren sehr 
verschieden ist. Eine solche Doppelbestimmung wire auch fiir den ersten 
Versuch der Tabelle wiinschenswert gewesen, fiir die iibrigen ist sie dagegen 
iiberfliissig. In der Tabelle werden auberdem die GréBen X und Y sowie 
ihre Werte ausgedriickt in Prozent des gréBten Wertes mitgeteilt. Mit 
steigendem p,, nehmen X und Y anfangs gleichzeitig und in gleicher 
Proportion zu und erreichen ihre Maxima zwischen py = 5,13 und 5,37, 
also in ziemlich guter Ubereinstimmung mit den frither fiir die Dextrinogen- 
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amylase gefundenen Resultate. Auf der anderen Seite des Maximums sinken 
die Werte indessen schneller, als bei der Dextrinogenamylase der Fall ist, 
und von py = 6,2 hort die Ubereinstimmung zwischen X und Y auf, in- 
dem Y nun einigermaBen mit dem friiher fiir die Dextrinogenamylase an- 
gegebenen Werte iibereinstimmt, wihrend YX schnell bis auf sehr niedrige 
Werte sinkt. 

Die hier untersuchte Malzlésung war dieselbe, aus der die zu den 
Versuchen in Tab. 4 verwendete Dextrinogenamylaselésung dargestellt 
worden ist. Man kann damit rechnen, daB auch die Dextrinogenamylase 
zu einem Teil beim Erwiirmen zerstért wird, und daB man daher fiir X 
und Y in Tab. 4 durchweg etwas niedrigere Werte als in Tab. 6 finden 
soll’e, da die Verdiinuung dieselbe gewesen ist. Das ist aber keineswegs 
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Fig. 11. Die Aktivitit der Dextrinogenamylase in unverinderter Malzlésung. 
O=X. @ = Y. 


der Fall. Die ersten X-Werte, bei saurer Reaktion bis und etwas iiber das 
Optimum hinaus, sind allerdings in den beiden Tabellen gleich oder in 
Tab. 6 etwas gréBer, aber bei einer Wasserstoffionenkonzentration zwischen 
Po = 6,0 und 6,5 wird das Verhiiltnis umgekehrt. In siimtlichen nach- 
folgenden Versuchen hat das erwirmte Enzym kriftigere Wirkung als 
das nicht erwirmte. Dies gilt besonders fiir die X-Werte. In den Y-Werten 
tritt die Erscheinung nur andeutungsweise zutage, indem nur die Werte 
bei py = 7,5 und 7,75 in Tab. 4 gréBer sind als die entsprechenden Werte 
in Tab. 6, 

Zur Erklirung dieses eigentiimlichen Verhaltens muB an- 
genommen werden, daB die Malzlésung eine Substanz ent- 
hilt, die hemmend auf die Dextrinogenamylase einwirkt. 
Diese Substanz wird beim Erwiirmen zerstért. Die 
Hemmung ist von der Wasserstoffionenkonzentration 
abhingig. 
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Tabelle 6. 

Pu (4) Pa (Y) X *% X Y ‘/o ¥ 
3,92 12 6 100 7 
4,18 48 25 380 25 
4,62 100 53 770 51 
5,13 190 100 1500 100 
9,37 190 100 1500 100 
5,71 100 53 770 51 
6,00 100 58 770 51 
6,20 6,24 48 25 7110 51 
6,45 6,73 6 3 380 25 
6,66 7,08 3 2 380 25 
6,87 7,46 3 2 190 13 
7,48 7,71 0 0 100 % 
1,72 8,12 0 0 48 3 








Diese Annahmen werden durch folgenden Versuch bewiesen, 
der gleichzeitig die Resistenz der hemmenden Substanz gegen 
alkalische Reaktion dartut. 20 ccm Malzlésung werden mit 
40 ccm 0,1 n-Natronlauge versetzt und in einen Thermostat 
von 38° eingestellt. Nach 70 Minuten werden 60 ccm Wasser 
und 40 ccm 0,1 n-Chlorwasserstoffsiure zugesetzt. Es entsteht 
eine schwache Triibung, die abfiltriert wird. Durch diese Be- 
handlung wird sowohl die Dextrinogenamylase wie die Saccharogen- 
amylase vollstindig zerstért. Die erhaltene Loésung wird im 
folgenden ,,Hemmungslésung“ genannt. Bei der Darstellung dieser 
Hemmungslisung ist die urspriingliche Malzlésung im Verhilt- 
nis 1:8 verdiinnt worden, wihrend die in gewéhnlicher Weise 
zubereitete Dextrinogenamylaselésung die urspriingliche Malz- 
lésung in der Verdiinnung 1:4 enthalt. Die in Tab. 6 benutzte 
Enzymlésung war gleichfalls im Verhiltnis 1:4 verdiinnt. 1 ccm 
der Hemmungslésung entspricht also 0,5 ccm einer dieser beiden 
Enzymlisungen. 

Die Hemmungslésung enthilt, auBer die von der Malzlisung 
kommenden Stoffe, auch Natriumchlorid in einer Konzentration 
von 0,025 Mol per Liter. Bei der Ausfiihrung der Versuchie 
wurde deshalb 0,025 molare Natriumchloridlésung als Kontrolle 
verwendet. 

Die Versuche wurden in folgender Weise ausgefiihrt. Als Enzym 
wurde eine Dextrinogenamylaselésung verwendet, deren Aktivitét bei ver- 
schiedenen Wasserstoffionenkonzentrationen in gleicher Weise wie in Tab. 6 
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bestimmt worden ist. Das Resultat ist in den Tab. 7 und 8 sowie in Fig. 12 
wiedergegeben. In den Versuchen von Tab. 7 enthilt jedes Rohr auber 
seinem gewohnlichen Inhalt auBerdem 1 ccm 0,025 molare Natriumchlorid- 
lisung, in Tab. 8 dagegen 1 cem Hemmungslésung. Das Volumen betriigt 
also in diesen Versuchen 4 cem in jedem Robr gegeniiber 3 cem in allen 
iibrigen Versuchen. 

Tab. 7 stimmt mit den friither mit Dextrinogenamylase erhaltenen 
Resultaten in den Tab. 4 und 5 iiberein. Das Natriumchlorid und das 
veriinderte Volumen spielen demnach keine merkbare Rolle. 

In Tab. 8 findet man bei p,, = 4,4 eine niedrigere Aktivitiit als in 
Tab. 7, bei py = 5,0 und 5,6 gleiche Aktivitit, dann aber sinkt die Aktivitiit 
in Tab. 8 bedeutend schneller als in Tab. 7. Dies bestiitigt die in Tab. 6 
gefundenen Resultate und die hierfiir gegebene Erklirung. Bei der Dar- 
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Fig. 12. Die Aktivitat der Dextrinogenamylase bei Gegenwart von Hemmungssubstanz @ 
und ohne solche O. 


stellung der Hemmungslésung sind die Enzyme durch die alkalische Reaktion 
zerstort worden, aber die hemmende Substanz ist wenigstens noch teilweise 
vorhanden. In den Versuchen der Tab. 8 ist die Konzentration der 
hemmenden Substanz in allen Réhren die gleiche, denn sie wird nur durch 
die Hemmungslésung zugefiihrt, wihrend die verwendete Dextrinogen- 
amylaselésung frei von ihr ist. Man hat daher zu erwarten, bei einer ge- 
wissen Wasserstoffionenkenzentration in allen Réhren gleiche Hemmung zu 
finden, d. h. man kann die gleiche Hemmung der Y- wie der X-Werte er- 
warten. Das ist auch in Tab. 8 der Fall, wihrend dagegen die Y-Werte 
in Tab. 6 viel weniger beeinfluBt werden als die X-Werte. Dies beruht 
offenbar darauf, daB bei den Versuchen in Tab.6 das Enzym und die 
Hemmungssubstanz mit der gleichen Lésung, nimlich mit der unverinderten 
Malzlésung, zugefiihrt werden. Gleichzeitig damit, daB man in einer Serie 
Réhren die Enzymmenge vermindert, vermindert man also auch die Menge 
Hemmungssubstanz und damit auch den Hemmungseffekt. Dicser macht 
sich um so weniger geltend, je geringer die Enzymmenge ist, und da die 
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Enzymmenge immer in den Réhren, die den Y-Wert bestimmen, géringer 
ist als in den Réhren, die den X-Wert bestimmen, so muB Y in geringerem 
Grade beeinfluBt werden als X, was auch aus Tab. 6 hervorgeht. In Tab. 8 
ist dagegen die Konzentration der Hemmungssubstanz in allen Réhren 
dieselbe, weshalb auch X und Y im gleichen MaBe beeinfluBt werden. 


Tabelle 7. 





























Pu A "ha Y = 
4,05 12 12 100 13 
4,31 48 48 380 49 
5,08 100 100 770 100 
5,40 100 100 770 100 
5,80 100 100 770 100 
6,09 100 100 T70 100 
6,39 48 48 380 49 
6,77 48 48 380 49 
7,11 24 24 190 25 
7,46 24 24 190 25 
7,87 12 12 100 13 
815 6 6 48 6 
Tabelle 8. 
Pir X "lo x Y ‘lo 
4,44 12 12 100 13 
4,83 48 48 380 49 
,04 100 100 770 100 
5,26 100 100 770 100 
5,57 100 100 770 100 
5,86 48 48 380 49 
6,10 12 12 190 25 
6,30 12 12 100 13 
6,71 6 6 48 6 
6,97 3 3 24 3 
1,25 3 3 24 3 
7,42 3 3 24 3 
7.54 0 0 12 2 














Was die Natur der hemmenden Substanz betrifft, so scheint 
es mir am niichsten zur Hand liegend, zuerst an die EKiweiBstoffe 
zu denken. Bei der Darstellung von Dextrinogenamylaselésung 
durch Erwirmen tritt gleichzeitig eine Koagulation der Eiweib- 
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stoffe ein, die als flockige Fillung ausgeschieden werden. So 
enthielt eine Dextrinogenamylaselésung 0,65 g Stickstoff per Liter, 
wihrend die urspriingliche Malzlésung 0,74 g Stickstoff in der 
entsprechenden Menge enthielt. Der Unterschied 0,09 g repriisen- 
tiert die koagulierten EKiweiBstoffe. Gleichzeitig mit dieser Koagu- 
lation wird auch die Hemmungssubstanz zerstért. Wenn man 
dagegen die Enzyme zerstért, indem man sie einer stark alka- 
lischen Reaktion aussetzt, entsteht nur eine sehr unbedeutende 
Fallung in Form einer schwachen Triibung, die Eiweibstoffe ver- 
bleiben in Lésung und der hemmende Efifekt bleibt erhalten. 


10. Die Reinheit der Enzymloésungen. 


A. Dextrinogenamylase. 


Bei der Darstellung von Dextrinogenamylase wird das Ver- 
mégen zur Zuckerbildung anfangs schnell vermindert, so da nur 
ein kleiner Rest verbleibt (vgl. z.B. Tab. VII: 6). Dieser Rest wird 
dann des weiteren vermindert, aber nur ganz langsam, und dieser 
Prozef, der augenscheinlich von anderer Art ist als das erste 
schnelle Zerstéren, verliuft gleichzeitig mit und mit gleicher Ge- 
schwindigkeit wie das Abnehmen der Aktivitit der Dextri- 
nogenamylase. Ks liegt da die Annahme nahe, dab dieses 
lange bestehende geringe Vermégen, reduzierende Substanzen zu 
bilden, nicht auf einen ibriggebliebenen Rest von Saccharogen- 
amylase beruht, sondern auf der eigenen Titigkeit der Dextri- 
nogenamylase. Dies wiirde bedeuten, da die laut Kap. 7B dar- 
gestellten Lésungen von Dextrinogenamylase praktisch genommen 
rein, d. h. frei von Saccharogenamylase wiiren. 

Da die Aktivitit der beiden Enzyme in verschiedener Weise 
mit der Wasserstoffionenkonzentration variiert, kénnte man er- 
warten, einen experimentellen Beweis fiir die Reinheit der Dextri- 
nogenamylaselésungen dadurch zu erhalten, daB man ihr Ver- 
mégen zur Zuckerbildung bei verschiedenen Wasserstoffionen- 
konzentrationen untersucht. Leider gab eine solche Untersuchung 
kein klares und eindeutiges Resultat. Kine derartige Versuchs- 
serie finden wir in Tab. 9, die die gefundenen Werte fiir die 
Wasserstoffionenkonzentration und die gebildete Menge Maltose, 
ausgedriickt teils in Milligramm, teils in Prozent des héchsten 
Wertes enthilt. Die Dextrinogenamylaselisung wurde hier in 
einer Verdiinnung von 1:10 verwendet. In Fig. 18 reprisentieren 
die Kurven den friiher gefundenen Zusammenhang zwischen der 
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Wasserstoffionenkonzentration und den Aktivititen der Saccha- 
rogenamylase (die vollausgezogene Linie) bzw. der Dextrinogen- 
amylase (die gestrichelte Linie), wiihrend die Punkte die Werte 
der Tab. 9 darstellen. Diese Werte liegen weder auf der Kurve 
der Saccharogenamylase noch auf der der Dextrinogenamylase. 
Man muf& indessen bedenken, da die Beobachtungen zu Tab. 9 
mit der gleichen Methodik ausgefiihrt sind wie die Beobachtungen, 
die der Kurve fiir die Saccharogenamylase zugrunde liegen, 
wihrend die der Kurve fiir die Dextrinogenamylase zugrunde 
liegenden Beobachtungen mit einer ganz anderen Methode er- 


100 4 ee re 
755 / J r © , 
oO . “oO 
503 a 
253 . 
0 ’ 
= 
ow“ ' . . 











3 4 5 6 


Fig, 18. Die zuckerbildende F&ahigkeit der Dextrinogenamylase bei verschiedenen 
Wasserstoffionenkonzentrationen. 


halten sind. Es kann deshalb einigermafen berechtigt sein, den 
Abweichungen von der Saccharogenamylasekurve gréBeres Gewicht 
beizulegen als den Abweichungen von der Dextrinogenamylase- 
kurve.*) 

Die Versuche in Tab. 9 in Verbindung mit den Erfahrungen 
vom Versuch in Tab. VII:6 u. a. liefern also keinen Beweis dafiir, 
sondern machen es nur wahrscheinlich, daB die Entstehung von 
reduzierenden Substanzen in diesen Fiillen nicht — oder wenigstens 
nicht ausschlieBlich — auf einem iibriggebliebenen geringen Rest 
von Saccharogenamylase beruht, sondern ganz oder teilweise der 
eigenen Tiitigkeit der Dextrinogenamylase zuzuschreiben ist. Die 
Auffassung, daB die in Rede stehenden Dextrinogenamylase- 


*) Vgl. jedoch Ohlsson u. Swaetichin, S. 372. 
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lésungen praktisch genommen frei von Saccharogenamylase sind, 


.bekommt durch die Untersuchung der Takadiastase durch Ohlsson 


und Swaetichin eine gewisse Stiitze. Diese Amylase, die sich 
nicht in verschiedene Komponenten aufteilen lit, ist niimlich 
von gleichem Typus wie die Dextrinogenamylase des Malzes. 
Jenes einheitliche Enzym besitzt niimlich nicht nur die Fihig- 
keit Stirke bis zu mit Jod nicht fiirbbaren Produkten zu hydro- 
lysieren, sondern bildet auch gleichzeitig Maltose, und das Ver- 
hiltnis zwischen ihrem starkeaufliésenden und ihrem zucker- 
bildenden Vermigen ist fast das gleiche, wie fiir die Dextrinogen- 
amylase des Malzes. Eine noch nicht abgeschlossene Unter- 
suchung scheint zu zeigen, daB auch die Pankreasamylase ein 
einheitliches Enzym von gleichem Typus ist. 


Tabelle 9. 




















Maltose Maltose 
Pu : ' Pru 

mg | "lo mg uP 
3,17 0.3 | 4 5,74 64 | 75 
8,25 0,5 6 6,02 62 | 178 
3,37 0,8 9 6,24 59 83| 8669 
3,60 1,8 21 6,37 5,6 66 
3,78 4,5 53 6,78 48 56 
4,21 5,7 67 6,80 4,4 52 
4,69 8,5 100 7,12 4,0 47 
5,17 7,0 82 7,45 3,2 38 
5,54 6,7 79 1,77 2,7 32 
5,59 6,5 76 8,20 0,4 5 








B. Saccharogenamylase. 


In bezug auf die in oben angegebener Weise dargestellten 
Saccharogenamylaselésungen kann man gleichfalls annehmen, dab 
sie frei von Dextrinogenamylase sind. Sie besitzen alle eine 
gewisse Dextrinogenamylaseaktivitiit, die allerdings sehr klein ist, 
die aber nicht vollstiindig verschwindet, bevor das zuckerbildende 
Vermégen fast auf Null gesunken ist. Betrachtet man z. B. 
Versuch I:5, findet man, daB YX und Y schnell bis auf un- 
gefihr 1/,, ihrer urspriinglichen Werte sinken, aber dann nur 
langsam weiter abnehmen. Die gleiche Erscheinung findet man 
iiberall, wo die Dextrinogenamylase merkbar unbestiindiger ist 
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als die Saccharogenamylase. In gewissen Fallen, z. B. in Ver- 
such I:4, wird allerdings nach ziemlich kurzer Zeit X = 0, 
aber das bedeutet nicht, da8 keinerlei Wirkung erfolgt, sondern 
nur dab diese Wirkung unter den gegebenen Versuchsbedingungen 
zu klein ist, um gemessen werden zu kénnen. Die ¥-Werte geben 
in diesem Fall besseren Aufschlu8. Die Starkehydrolyse geht 
allerdings so weit, daB man mit Jod keine Blaufarbung erhilt, 
aber dagegen nicht so weit, da’ man iiberhaupt keine Farbe 
erhilt. Die oben angefiihrten Phinomene bekommen ihre Er- 
klirung, wenn man annimmt, dab die gefundenen niedrigen X- und 
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Fig. 14. Die starkehydrolysierende Fihigkeit (Jodfarbe) der Saccharogenamylase 
bei verschiedenen Wasserstoffionenkonzentrationen. 


O= xX, ® = Y. 


¥-Werte auf die Wirkung der Saccharogenamylase und nicht aui 
die der Dextrinogenamylase zuriickzufiihren sind. 

Auch in diesem Falle ist der EinfluB der Wasserstoffionen- 
konzentration untersucht worden. Das mit der Jodfarbemethode 
gemessene Vermégen einer Saccharogenamylaselésung, bei ver- 
schiedenen Wasserstoffionenkonzentrationen Starke zu_ hydro- 
lysieren, zeigt Tab. 10. Fiir die Wasserstoffionenkonzentration 
werden zwei Werte angegeben. Der eine p,, (X), bezieht sich 
auf das letzte farblose Rohr, der andere, p,, (1), auf das letzte 
violettgefiirbte Rohr. Fig. 14 zeigt, wie sich diese X- und }-Werte 
zu den frither gefundenen Kurven verhalten, die den KinfluB der 
Wasserstoffionenkonzentration auf die Aktivitét der beiden Enzyme 
angeben. Die Abweichungen von der Saccharogenamylasekurve 
liegen innerhalb der Grenzen der Versuchsfehler, waihrend auch 
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nicht einmal eine Andeutung zu einer Ubereinstimmung mit der 
Dextrinogenamylasekurve vorhanden ist. In diesem Falle kann 
es demnach als erwiesen betrachtet werden, daf die Aktivitiit 
auf der Titigkeit der Saccharogenamylase beruht, und dal die 
Saccharogenamylaselésungen also praktisch genommen rein, d. h. 
frei von Dextrinogenamylase sind. Da die Maltose ja gerade aus 
Stiirke gebildet wird, ist es iibrigens selbstverstiindlich, dab jede 
Saccharogenamylasewirkung auch Stirke zum  Verschwinden 
bringen mub. 
Tabelle 10. 























Py (X) A aj 8 Pu (Y) y a 
3,14 3 25 3,37 190 100 
3,63 12 100 3,68 190 100 
4,51 12 100 4,47 190 100 
5,99 12 100 6,00 190 100 
6,70 12 100 6,74 190 100 
7,42 6 50 7,78 100 53 


11. Hydroiyse der Starke. 


Diese Untersuchungen kénnen vielleicht auch einen Beitrag 
zur Kenntnis des enzymatischen Zerfalls der Stiirke liefern. Laut 
einer Hypothese erfolgt der Zerfall der Stiirke so, dab das Stirke- 
molekiil in groBe Bruchstiicke, Dextrine, gespalten wird, welche 
dann ihrerseits in kleinere Teile zerspalten werden, die vielleicht 
fortwiihrend die Bezeichnung Dextrine verdienen, und dieser 
ProzeB wird wiederholt bis der letzte Zerfall zur Bildung von 
Maltosemolekiilen fiihrt. Laut einer anderen Hypothese erfolgt 
die Hydrolyse so, daB Maltosemolekiile direkt vom Stiirkemolekiil 
abgetrennt werden, welches letztere also in 1 Molekiil Maltose 
und 1 Molekiil Dextrin zerfillt. Das Dextrin wird weiter in 
gleicher Weise angegriffen und verschwindet schlieBlich ganz. 
Die letzte Hypothese diirite die meisten Anhiinger haben, was u. a. 
darauf beruht, da®8 man zeigen kann, daf schon in einem sehr 
friihen Stadium der Hydrolyse Zucker auftritt, eine Tatsache, die 
besser mit der letzten als mit der ersten Hypothese iibereinstimmt. 

Da altere Untersuchungen iiber die Hydrolyse der Stiirke 
bei Kinwirkung von Malzdiastase in der Tat mit einer Mischung 
von zwei verschiedenen Enzymen ausgefiihrt sind, kénnte man 
erwarten einfachere Verhiiltnisse zu finden, wenn man anstatt 
dessen jedes Enzym fiir sich verwendet. Durch eine Unter- 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CLXXXIX, 4 
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suchung der Verinderungen im osmotischen Druck, welche die 
Hydrolyse der Stirke begleiten, bin ich zu der Auffassung ge- 
kommen, daB die zwei oben angefiihrten Hypothesen gleich richtig 
sind, die erste erklirt die Wirkung der Dextrinogenamylase, die 
letzte die der Saccharogenamylase. 

Die Untersuchung ist mit einem Osmometer laut Sérensen!?> 
ausgefiihrt worden. Die Membran bestand aus einem Kollodium- 
hiutchen, das fiir lésliche Stiirke undurchlissig war. In das 
innere Gefiib wurde die zu untersuchende Lésung gebracht, in 
das iubere GefiB das Lésungsmittel. Die Lésung enthielt 
Phosphate, die durch die Membran gehen bis ihre Konzentration 
zu beiden Seiten gleich ist. Der osmotische Druck der Salze 
ist dann in der Innen- und Aufenfliissigkeit gleich groB und 
macht sich beim Messen nicht geltend. Der gemessene osmo- 
tische Druck wird ausschlieBlich durch die Stoffe verursacht, die 
nicht durch die Membran diffundieren kénnen. 


Als Ausgangsmaterial wurde eine 2°/,ige Lésung von Starke benutzt. 
Da die Stiirke indessen Wasser enthiilt, wurde der wirkliche Gehalt an 
Stiirke durch Hydrolysieren eines Teiles der Liésung zu Glykose ermittelt, 
die dann laut Bang bestimmt wurde. Es zeigte sich, daB die Lésung 
1,67 °/, wasserfreie Stiirke enthielt. Gegen Wasser als AuBenfliissigkeit 
zeigte diese Stirkelésung einen osmotischen Druck von 58 mm Wasser. 

Die Stirkelésung wurde durch die Einwirkung verschiedener Enzyme 
hydrolysiert. Im Versuch 1 wurden 50 cem Stiirkelésung mit 10 cem 
m/15-Lésung von primirem Kaliumphosphat sowie 0,2 cem Saccharogen- 
amylaselisung versetzt. Nach 30 Minuten Digestion bei 38° wurde die 
Lésung zum Kochen erhitzt, wodurch das Enzym zerstért wurde. Die 0 
erhaltene Lisung wurde von Jod stark blau gefirbt. 10 ccm hatten ein 
44,9 mg Maltose entsprechendes Reduktionsvermégen. 

Versuch 2 wurde in iihnlicher Weise, aber unter Verwendung von 
Dextrinogenamylasclésung ausgefiihrt. Damit die Lésung etwa das gleich 
Reduktionsvermégen wie in Versuch 1 erhielt, wurde die Hydrolyse etwa 
3 Stunden fortgesetzt, worauf die Fliissigkeit aufgekocht wurde. Diese 
Lisung gab mit Jod eine violette Farbe, 10 cem hatten ein 34,4 mg Maltose 
entsprechendes Reduktionsvermégen. 

Diese beiden Lisungen wurden im Osmometer untersucht, wobei als 
Aubenfliissigkeit eine Lésung von Kaliumphosphat von gleicher Konzen- 
tration wie die der Innenfliissigkeit verwendet wurde. Die Messungen 
wurden erst nach 2 Tagen ausgefiihrt, so daB die Krystalloide sicher ins 
Gleichgewicht gekommen waren. Die Temperatur betrug 18°. Tab 
zeigt das Resultat. 

Hiitte keine Hydrolyse stattgefunden, sollte die Starkelésung 
bei dieser Verdiinnung einen osmotischen Druck von 48 mm Wasser 


haben. 
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Tabelle 11. 





Tage nach Osmotischer Druck in mm Wasser 
Anfang 
des Versuches Versuch 1 | Versuch 2 

2 38 | 407 
3 3 

5 282 
a) -— 257 
7 — 227 





Laut der oben gemachten Annahme sollte die Hydrolyse in 
Versuch 1 unter dem Kinflu8 von Saccharogenamylase derart er- 
folgen, da Maltosemolekiile, eins nach dem anderen, von den 
Stirkemolekiilen abgetrennt werden. Der verbleibende Rest sollte 
aus Dextrin bestehen. Aus einem Molekil Starke wird also 
1 Molekiil Dextrin gebildet. Da die Maltosemolekiile durch die 
Membran diffundieren kinnen, beeinfiussen sie — nachdem Gleich- 
gewicht eingetreten ist — den osmotischen Druck nicht. Die 
Anzahl Molekiile, die nicht durch die Membran diftundieren 
kénnen, sollte also nicht zunehmen und der osmotische Druck 
daher nicht steigen. In der Tat findet man ein unbedeutendes 
Sinken von 48 auf 30 mm. Dies kann offenbar darauf beruhen, 
daS ein Teil Stirkemolekiile so weitgehend hydrolysiert worden 
ist, daB simtliche gebildeten Produkte diffundieren kinnen. 

In Versuch 2 sollte die Starke durch die Wirkung der 
Dextrinogenamylase in eine Anzahl relativ groBer Molekiile ge- 
spalten werden, und der osmotische Druck daher steigen. Man 
tindet auch eine bedeutende Erhéhung von 48 auf 407 mm, aber 
dann sinkt der osmotische Druck wieder. Dies diirfte mit aller 
Wahrscheinlichkeit darauf beruhen, da8B die osmotisch wirksamen 
Stoffe in der Tat, wenn auch sehr langsam, durch die Membran 
diffundieren kénnen. 

Die Zusammensetzung der Fliissigkeiten zu beiden Seiten 
der Membran stimmt auch damit iiberein, was man auf Grund 
der gemachten Annahme zu erwarten hat. 

In Versuch 1 sollte das Reduktionsvermigen ausschlieblich anf dem 
Vorkommen von Maltose beruhen, und man kann nicht erwarten, nennens- 
werte Mengen von niedrigmolekularen und eventuell reduzierenden Dextrinen 
zu finden. Das Reduktionsvermégen der Fliissigkeiten zu beiden Seiten 
ler Membran soll deshalb ungefiihr das gleiche sein, da die Maltose un- 
behindert diffundieren kann. Das Reduktionsvermégen, ausgedriickt in 

4 
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mg Maltose per 100 cem Fliissigkeit, war in der Innenfliissizkeit 28 und in 
der AuBenfliissigkeit 20. In beiden Fliissigkeiten wurden dann die Kohle- 
hydrate durch Kochen mit Chlorwasserstoffsiure in Glykose tiberfiihrt. In 
der Aubenfliissigkeit wurden hierbei 22 mg Glykose per 100 cem gebildet. 
Vor der Hydrolyse mit Chlorwasserstoffsiiure enthielt die AuBenfliissigkcit 
20 mg Maltose, aus der 21 mg Glykose gebildet werden. Da die Be- 
Stimmung 22 mg gibt, betrigt die Abweichung nur 1 mg, was innerhalb 
der Grenzen filr die Versuchsfehler liegt. In der AuBenfliissigkeit gibt es 
also nur Maltose und keine anderen Kohlehydrate. Nach der Hydrolyse 
der Innenfliissigkeit findet man dagegen 1300 mg Glykose per 100 ccm, 
also eine unerhérte Zunahme des Reduktionsvermégens. Von dieser groben 
Menge Glykose kénnen nur 22 mg durch Hydrolyse von Maltose entst anden 
sein, da die Maltosekonzentration zu beiden Seiten der Membran dieselbe 
sein mub. Der Rest muB durch Hydrolyse von hochmolekularen, nicht 
reduzierenden oder schwach reduzierenden Kohlehydraten entstanden sein. 

In Versuch 2 findet man in der Innenfliissigkeit ein 74 mg Maltose 
per 100 cem entsprechendes Reduktionsvermégen, aber in der AuBentliissigkeit 
entspricht das Reduktionsvermégen nur 18 mg. Das grobe Reduktions- 
vermigen der Innenfliissigkeit kann nur in geringem Grade auf das Vor- 
kommen von Maltose zuriickzufiihren sein, denn diese passiert die Membran 
und muB also zu beiden Seiten derselben gleiche Konzentration besitzen. 
Das Reduktionsvermégen muB teilweise auf dem Vorkommen von Kohle- 
hydraten beruhen, die nicht durch die Membran diffundieren kénnen, d. h. 
reduzierende Dextrine. 

Wird die AuBenfliissigkeit mit Chlorwasserstoffsiiure hydrolysiert, findet 
man 62 ng Glykose per 100 cem. 18 mg Maltose — das vor der Hydrolyse 
gefundene Reduktionsvermégen — entsprechen nur 19 mg Glykose. In der 
Aubenfliissigkeit muB es demnach auBer Maltose auch andere Kohlehydrate 
gegeben haben, d. h. niedrigmolekulare Dextrine, die durch die Membran 
haben diffundieren kénnen. 

In der Innenfliissigkeit findet man nach der Hydrolyse mit Chlor- 
wasserstoffsiiure 760 mg Glykose gegen 74 mg Maltose vor der Hydrolyse. 
Die Zunahme des Reduktionsvermégens ist also geringer als in Versuch 1, 
was eine natiirliche Folge davon ist, dab eine griBere Menge Kohlehydrate 
durch die Membran herausdiffundiert ist. 

Daf die Hydrolyse von Stirke unter dem EinfluB von 
Saccharogenamylase oder Dextrinogenamylase in verschiedener 
Weise verliuft, geht auch aus einer Untersuchung des stiirke- 
auflésenden Vermigens der Enzyme hervor. In allen jenen Fallen, 
wo die Hydrolyse zweifellos auf der Anwesenheit von Dextrinogen- 
amylase beruht, findet man ein ziemlich konstantes Verhiiltnis 
zwischen den GriBen XY und Y, indem Y ungefihr 6—Smal so 
erob ist als \. Dagegen findet man einen gréBeren Unterschied 
zwischen X und F in allen jenen Fallen, wo AnlaB besteht, die 
Veriinderung der Jodfarbe auf eine Wirkung der Saccharogen- 
amylase zuriickzufiihren. Y kann in diesem Falle bis zu 64 mal 


griBer als Y werden. Vgl. die Versuche in Kap. 6. 
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Vom Standpunkt der angefiihrten Hypothese kinnte dies in 
folgender Weise gedeutet werden. Wenn durch die Wirkung der 
Saccharogenamylase eine gewisse Anzahl Zuckermolekiile gebildet 
worden sind, verbleibt ein Rest, Dextrin, der von Jod violett 
cefiirbt wird. Erst nachdem diese Reaktion bedeutend weiter 
vorgeschritten ist, d.h. erst nachdem eine relativ groBe Anzahl 
Zuckermolekiile aus einem Stiarkemolekiil gebildet worden sind, 
verliert der Rest, das Dextrin, das Vermigen von Jod gefirbt 
zu werden. Wenn die Hydrolyse dagegen von der Dextrinogen- 
amylase ausgefihrt wird, so wird das Stirkemolekiil in zwei 
oder mehrere ungefihr gleich groBbe Teile zerlegt und durch 
ein Wiederholen dieses Zerfalls kommt man recht bald zu Pro- 
dukten, die nicht mehr von Jod gefiirbt werden. In den 
beiden Fallen werden also die Dextrine in ganz verschiedener 
Weise gebildet und kénnen daher kaum identisch sein. Ich habe 
auch den Kindruck bekommen, als ob die mit Jod erhaltene 
Harbe etwas verschieden sei. Untersucht man in gebriuchlicher 
Weise die Aktivitét einer Lisung von Dextrinogenamylase, so 
erhilt man eine Anzahl Rohren, die mit Jod eine braunviolette 
“arbe geben. Die gleichen Farbennuancen erhilt man bei der 
Untersuchung einer unveriinderten Malzlésung, wihrend man bei 
der Untersuchung von Saccharogenamylase in dieser Weise mehr 
reinviolette Farben bekommt. Der Unterschied ist indessen nicht 
crob, und wenn man mehr Jod zusetzt, wird die Farbe auch in 
diesem Falle brauner. 


12. Hydrolyse von gewohnlicher und von loslicher Starke. 
Das Zusammenwirken der Enzyme. 


Saimtliche oben beschriebenen Versuche sind mit léslicher 
Stirke ausgefiihrt worden. Hier unten wird iiber einige ver- 
sleichende Versuche berichtet, ausgefiihrt teils mit lislicher Stiirke, 
teils mit gewOhnlicher Kartoffelstiirke gleicher Konzentration. 

Bei der Untersuchung der Zuckerbildung wurden vier ver- 
schiedene Versuche mit jeder Art von Stirke unter Verwendung 
verschiedener Knzyme gemacht, niimlich: 

1. Saccharogenamylase in einer Verdiinnung von 2:50. 

2. Dextrinogenamylase in einer Verdiinnung von 2:50. 

4. Kine Mischung von 2 ccm jedes dieser Enzyme auf 50 ccm. 

4. Die urspriingliche Malzlésung, aus der diese Enzyme dar- 
gestelit wurden, in einer Verdiinnung von 1:100. Da die Malz- 
lisung bei der Darstellung der beiden Enzyme im Verhiiltnis 1:4 
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verdiinnt wurde, erhilt man auch in diesem Falle die gleiche 
Verdiinnung wie in den iibrigen Versuchen. 

Die Resultate zeigt Tab.12. Die Zahlen bedeuten mg Maltose. 
p,, War in simtlichen Versuchen 6,1. 


Tabelle 12. 











Lésliche | Gewéhnliche 
Stirke Stirke 
1. Saccharogenamylase. . ...... . 27,5 18,1 
2. Dextrinogenamy'ase. . . . ..... 4,3 1,4 
3. Saccharogenamy lase + Dextrinogenainylase 31,3 24,0 
4. Unveriinderte Malzlésung. . . . .. . 36,9 27,8 


In simtlichen Versuchen wird bei der Einwirkung der En- 
zyme auf gewodhnliche Starke eine bedeutend geringere Menge 
Maltose gebildet als bei der Kinwirkung auf lésliche Starke. Aus 
den Versuchen geht ferner hervor, dab man durch ein Mischer 
der Lisungen von Saccharogenamylase und Dextrinogenamylase 
nicht die ganze Wirkung wieder erhalten kann, welche die ur- 
spriingliche Malzlésung besessen hat. Bei der Darstellung von 
Saccharogenamylase wird also nicht nur die Dextrinogenamylase. 
sondern auch ein geringer Teil der Saccharogenamylase selbst 
zerstort. 

Diese Versuche kinnen auch eine Antwort darauf geben, o)) 
ein Zusammenwirken zwischen den Enzymen stattfindet oder nicht. 
Man hat bisher allgemein angenommen, daB, wenn die Malz- 
diastase aus zwei verschiedenen Knzymen besteht, so sollte das 
eine die Starke zu Dextrin hydrolysieren, worauf das zweite die 
Dextrine zu Maltose hydrolysieren sollte, mit anderen Worten, 
das eine Enzym sollte eine Amylase sein, das andere aber eine 
Dextrinase (vgl. Kap. 2). Ware dies richtig, so sollte die Zucker- 
menge, die beim gleichzeitigen Kinwirken der beiden Enzyme 
auf eine Stiirkelésung gebildet wird, wesentlich gréBer sein als die 
Summe der Zuckermengen, die bei gleichen Versuchsbedingunge! 
von jedem Enzym fir sich gebildet werden. Bei den Versuchet 
mit lislicher Stirke, Tab. 12, bildeten die Enzyme je fiir sich 
27,5 + 4,3 = 31,8 mg Maltose, aber bei gleichzeitiger Kinwirkung 
31,3 mg. Der Unterschied liegt innerhalb der Grenzen fiir de 
Versuchsfehler. Bei Verwendung von gewodhnlicher Stiirke bildete: 
die Enzyme je fir sich 18,1 + 1,4 = 19,5 mg Maltose, aber bel 
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gleichzeitiger Kinwirkung 24,0 mg. In diesem Falle wurde dem- 
nach bei gleichzeitiger EKinwirkung der beiden Enzyme eine 
wesentlich gréBere Menge Maltose gebildet als wenn sie je fiir 
sich eingewirkt haben. Hierbei ist indessen ein wichtiger Faktor 
nuBber acht gelassen worden, nimlich die Viscositiit der Liésungen. 
In einer Lésung von gewohnlicher Stirke ist die Viscositiit gréBer 
als in einer Lésung von loslicher Stiirke, aber durch den KinfluB 
von Dextrinogenamylase sinkt die Viscositiit bald in beiden 
Lésungen auf ungefihr denselben Wert, und schon aus diesem 
Ggrunde soll die Dextrinogenamylase die zuckerbildende Wirkung 
der Saccharogenamylase in Lésungen von gewobnlicher Stiirke in 
héherem Grade erleichtern als in Lisungen von léslicher Stirke. 
Aber auch wenn man von diesem EKinfluB, den eine Viscositiits- 
verinderung haben kann, absieht, so bleibt die T'atsache be- 
stehen, daB die Saccharogenamylase unter den gegebenen Ver- 
suchsbedingungen fiir sich allein wenigstens ?/, der Zuckermenge 
zu bilden vermag, die bei gleichzeitiger Kinwirkung der beiden 
Enzyme gebildet wird. Es kann deshalb nicht gesagt werden, 
daB die Saccharogenamylase eine Dextrinase ist, denn sie greift 
unverinderte Stirke ebenso an wie Dextrin. Da die Reaktions- 
geschwindigkeit bei der Hydrolyse von Dextrinen gréfer ist als 
bei der Hydrolyse von Starke, kann teils auf verschiedener Vis- 
cositit der Substratlésungen beruhen, aber teils auch darauf, 
daB eine Dextrinlésung eine gréBere Anzahl Molekiile enthilt 
als eine ebenso konzentrierte Stirkelésung. 

DaB auch lésliche Stirke durch die EKinwirkung von Dextri- 
nogenamylase fiir Saccharogenamylase etwas leichter angreifbar 
wird, zeigt der folgende Versuch. 

100 cem 2°/, léslicher Starke werden mit 40 cem Phosphat ,,1 sekundir“ 
versetzt und auf 65° erwirmt. 1 ccm Dextrinogenamylaselésung wird zu- 
gesetzt. Nach 15 Minuten wird die Lésung zum Kochen erhitzt, wodureh 
das Enzym zerstért wird. Die so erhaltene Dextrinlésung gibt mit Jod 
eine hell weinrote Farbe. 35 cem dieser Dextrinldsung werden mit 5 ccm 
Saccharogenamylase in einer Verdiinnung 2:50 versetzt. Die gebildete 
Zuckermenge wird in iiblicher Weise nach 30 Minuten langer Digestion 
bei 88° bestimmt. Gleichzeitig wird ein ithnlicher Versuch, aber ohne 
Dextrinogenamylase ausgefiihrt. AuBerdem werden zwei Kontrollproben 
mit gekoehter Saccharogenamylaselésung vorgenommen. FTolgende Werte 
werden erhalten: 


: Neugebildete 
mg Maltose Kontrolle Maltose 
Dextrinlésung. . . . . 54,7 25,3 29,4 


Stirkelésung . . .. . 29,8 4,7 25,1 
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Der Unterschied ist deutlich, aber ziemlich klein, wenn man bedenkt, 
welche weitgehende Hydrolyse schon bei der Zubereitung der Dextrin- 
lésung stattgefunden hat. Bei vollstindiger Hydrolyse wiirden etwa 110 mg 
Maltose gebildet worden sein. Die Hydrolysegrenze ist also bei weitem 
nicht erreicht worden. 

Aus diesen Versuchen geht hervor, daB die Saccharogen- 
amylase sowohl gewoéhnliche Starke, lésiiche Stiirke wie auch 
Dextrin anzugreifen vermag, Die gebildete Zuckermenge ist am 
kleinsten im ersten Falle und am gréBten im letzten Falle, aber 
der Unterschied ist ziemlich gering und diirfte wenigstens teil- 
weise durch die verschiedene Viscositiit der Lésungen und die 
verschiedene MolekiileréBe der Substrate erklirt werden kénnen. 

Ahnliche Versuche sind auch mit der Jodfarbungsmethode 
ausgefiihrt worden. Die Wasserstoffionenkonzentration war p,, = 6,0. 
Die Resultate sind aus Tab. 13 ersichtlich. 


Tabelle 13. 














Liésliche Stirke | Gewohnliche Stiirke 
x i 3 x | 
Unveriinderte Malzlésung . . 190 | 1500 0 | 770 
Dextrinogenamylase. . . . 100 | T70 | 380 
Saccharogenamylase. . . . 12 190 0 | 100 


Bei Verwendung von gewohnlicher Stiirke werden die }-Werte 
ungefiihr halb so groB als bei der Verwendung von ldslicher 
Stirke, und der Farbeniibergang von Blau in Violett ist in beiden 
Fallen etwa derselbe. Dagegen gibt gewohnliche Starke X-Werte, 
die bedeutend niedriger sind als die bei Verwendung von lis- 
licher Stiirke erhaltenen. Bei den Versuchen mit gewoéhnlicher 
Stirke wurde tatsiichlich kein farbloses Rohr erhalten, benutzt 
man aber gréBere Mengen Enzym, kann man auch mit gewohn- 
licher Stirke mit Jod eine hellgelbe Farbe erhalten. Der Farben- 
ton in den violett gefiirbten Réhren war auch ein anderer als 
bei der Verwendung von lislicher Stirke. Das letzte violett 
gefiirbte Rohr hatte eine mit Blau stark vermengte violette Farbe, 
und die gleiche Farbe war in den vorhergehenden Réhrew in fast 
unveriinderter Qualitiit, nur allmiihlich blasser wieder zu finden. 
Die Grenze zwischen dem letzten farblosen und dem ersten violett 
gefiirbten Rohr, welche Grenze bei léslicher Starke scharf markiert 
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ist, finden wir hier durch einen fast kontinuierlichen Ubergang 
ersetzt. 

Bemerkenswert ist, da® das erste Stadium der Hydrolyse, 
das der Verinderung ‘er Jodfarbe von rein Blau zu Blauviolett 
entspricht, bei gewoéhnlicher Stirke nur unbedeutend langsamer 
erfolet als bei léslicher Stirke, wiihrend die weitere Hydrolyse 
von gewohnlicher Starke bedeutend verlangsamt ist. Das Ver- 
haltnis zwischen den Wirkungen der verschiedenen Enzyme ist 
indessen in allen Fillen dasselbe. 

































13. Untersuchung der Mutarotation der Hydrolyseprodukte. 


Die Untersuchung wurde mit der von Kuhn®*) angegebenen 
Methodik ausgefiihrt. Zu diesen Versuchen ist eine klare Lisung 
yon Starke erforderlich, die eine Untersuchung im Polarimeter 
gestattet. Eine solche Stirkelésung kann man durch Elektro- 
dialyse einer Liésung von léslicher Stirke erhalten. Wird eine 
solche elektrodialysiert (etwa 24 Stunden), entsteht eine reichliche 
Fillung, die zu Boden sinkt. Die dariiber entstehende klare 
Lisung wire mit einem Heber abdekantiert. Die Stiirkekonzen- 
tration betrigt in dieser Lisung etwa die Hilfte der urspriing- 
lichen Konzentration. In den Tabellen wird diese urspriingliche 
Konzentration in Klammern angegeben. Die Lisung muB un- 
mittelbar verwendet werden, da sie sonst bald wieder opali- 
sierend wird. 

Die Versuche wurden so ausgefiihrt, daB zu einer relativ groben 
Menge klarer Stirkelésung eine geringe Menge Phospbat sowie eine Enzym- 
ldsung hinzugefiigt wurde; die letztere bestand entweder aus einer un- 
verinderten Malzlésung oder aus Dextrinogenamylase- bzw. Saccharogen- 
umylaselésung, dargestellt laut Kap. 7. Ein 2-dm Polarimeterrohr wird init 
der Reaktionsmischung gefillt und ihr Drehungsvermégen nach verschie- 
denen Zeitintervallen untersucht. Unmittelbar nach einer solchen be- 
stimmung werden 15 ecem der ibriggebliebenen Lésung zu 0,1 g_ fein- 
gepulvertem, wasserfreiem Natriumecarbonat hinzugefiigt. Hierdurch wird 
die Reaktion stark alkaliseh, die Enzymreaktion hért plétzlich auf und das 
Enzym wird allmiihlich zerstért. Gleichzeitig tritt Mutarotation auf, die 
innerhalb etwa 15 Minuten zu Ende ist, worauf das Drehungsvermégen nicht 
mehr veriindert wird. Bei den Versuchen wird das Drehungsvermégen in 
diesen alkalischen Lisungen erst bestimmt, nachdem sie wenigstens 30 Mi- 
nuten gestanden sind. Die Differenz zwischen der letztgenannten und der 
erstgenannten Drebungsbestimmung bildet die Mutarotation und wird positiv 
gerechnet, wyvenn die Drehung nach dem Zusatz von Natriumearbonat er- 
héht wird. 


Die getundene Mutarotation betriigt héchstens 0,19°. Es 
stand mir indessen ein sehr gutes Polarimeter neuester Kon- 
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struktion von Schmidt und Haensch zur Verfiigung, bei dem 
die Versuchsfehler 0,01° nicht iiberschreiten diirften. Da die 
Mutarotation als eine Differenz zwischen zwei Bestimmungen er- 
mittelt wird, betrigt der héchste Fehler 0,02° und kann deshalb 
nicht stéren. Die gefundenen Werte stimmen mit den von Kuhn 
erhaltenen gut iiberein. Er hat indessen ein Polarimeterrohr 
von 4 dm-Linge verwendet. 

Die GréBe der Mutarotation ist von der Versuchstechnik 
abhingig. Das Entscheidende ist die Richtung der Mutarotation 
sowie ihre systematische Variation wihrend des Fortschreitens 
des Versuches. 

Der Versuch Tab. 14 mit unverinderter Malzlésung stimmt 
mit Kuhns Versuch, Tab. 14, iiberein, Schon nach sehr kurzer 
Zeit zeigt die Reaktionsmischung eine bedeutende positive Muta- 
rotation, die dann langsam abnimmt, um schlieBlich zu_ver- 
schwinden, was darauf beruht, dai eine langsame Mutarotation 
auch ohne Zusatz von Natriumcarbonat stattfindet. 


Tabelle 14. 
200 cem elektrodialysierte Stirkelésung (2 ° 4). 
10 cem Phosphat, 0,1 sekundiir. 
5 ecem urspriingliche Malzlésung. 








Zeit Drehung ohne Drehung nach 
in Zusatz von Zusatz von Mutarotation 
Minuten Natriumecarbonat | Natriumcarbonat 
3 +1,73 _ _ 
6 + 1,55 +-1,68 +0,13 
10 1,44 +1,58 +0,14 
20 4-145 +159 +0,14 
30 +1,48 +1,57 + 0,09 
40 +-1,49 41,56 +0,07 
50 +1,50 +1,57 +0,07 
60 +1,51 41,55 +0,04 
80 +1,54 + 1,56 +0,02 
100 +1,54 +1,55 +0,01 
130 +1,53 +1,54 +0,01 
1400 1,56 +1,56 + 0,00 











Der Schlu8satz Kuhns, daB es sich hier um eine #-Amylase 


handelt, die §-Maltose produziert, ist zweifellos in der Haupt- 
Kine niihere Untersuchung zeigt indessen, dab 


sache richtig. 
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diese Tatigkeit auf die Saccharogenamylase zuriickzufiihren ist. 
Die Versuche der Tabb. 15 und 16, ausgefiithrt mit Saccharogen- 
amylase, geben praktisch genommen das gleiche Resultat wie 
der Versuch in Tab. 14. Dies war auch zu erwarten, da die 
Zuckerbildung hauptsiichlich eine Folge der Tatigkeit dieses 
Enzyms ist. 





Tabelle 15. 


500 cem elektrodialysierte Stiirkelésung (2,5 °,,). 


20 ccm Phosphat, 0,1 sekundir. 
10 cem Saccharogenamylaselésung. 

















Zeit Drehung ohne Drehung nach 
in Zusatz von Zusatz von Mutarotation 
Minuten Natriumearbonat | Natriumcarbonat 
8 + 2,68 + 2,68 +0,05 
25 +2,38 +2,46 +0,08 
40 + 2,26 +2,37 +0,11 
60 +2,19 +2.30 +0,11 
90 42,19 +2,27 4+-0,08 
120 + 2,20 42,27 40,07 
180 2,21 +227 + 0,06 
> 300 2,25 + 2,25 + 0,00 
1200 +2,21 2,21 +0,00 
Tabelle 16. 
200 cem elektrodialysierte Stirkelésung (2,5 °/,). 
‘20 ccm Phosphat, 0,1 sekundir. 
25 eem Saccharogenamylaselésung. 
Zeit Drehung ohne Drehung nach 
in Zusatz von Zusatz nach Mutarotation 
Minuten Natriumearbonat | Natriumearbonat 
4 4+-2.64 + 2,80 +-0,16 
10 +2,43 4+ 2,62 + 0,19 
20 +-2,40 42.58 40,18 
30 +2.41 +256 +0,15 
45 +2,43 + 2,56 + 0,13 
p EU + 2,44 + 2,54 + 0,10 
; 90 +2,46 + 2,54 +0,08 
160 +2,49 +2,49 + 0,00 
+ 2,46 +2,46 + 0,00 
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Tabelle 17. 


200 cem elektrodialysierte Stirkelésung (2 °/,). 
10 cem Phosphat, 0,1 sekundiir. 
5cem Dextrinogenamylaselésung. 




















Zeit Drehung ohne Drehung nach 
in Zusatz von Zusatz von Mutarotation 
Minuten Natriumearbonat | Natriumcarbonat 
5 +-2,00 +1,99 —0,01 
15 42,038 +2,02 —0,01 
32 +1,97 +1,89 — 0,08 
45 +1,96 +1,88 — 0,08 
60 +1,96 +1,87 — 0,09 
90 +1,92 +1,85 — 0,07 
150 +1,87 +1,84 — 0,08 
330 +1,82 +-1,81 —0,01 
1400 +1,74 + 1,74 -++-0,00 
Tabelle 18. 
450 eem elektrodialysierte Stiirkelésung (2,5 °/,). 
20 cem Phosphat, 0,1 sekundiir. 
25 eem Dextrinogenamylaselésung. 
Zeit Drehung ohne Drehung nach 
in Zusatz von Zusatz von Mutarotation 
Minuten Natriumearbonat | Natriumearbonat 
5 + 3,46 + 3,42 — 0,04 
15 +3,47 +-3,35 —0,12 
30 4+ 3,43 + 3,27 —0,16 
45 43,39 43,25 —0,14 
60 + 3,36 +3,23 —0,13 
90 + 3,33 + 3,22 —0,11 
155 3,26 +3,19 — 0,07 
210 +3,21 +3,18 — 0,03 
270 + 3,18 43,18 0,00 











Das gréBte Interesse verdienen indessen die Tabb. 17 und 13, 
die mit Dextrinogenamylase ausgefiihrt worden sind. Die Muta- 
rotation ist hier negativ. Es wird also in Ubereinstimmung 
mit der Betrachtungsweise von Kuhn «-Maltose gebildet, und 
die Dextrinogenamylase ist eine «-Amylase. 





a 


d 
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Die Untersuchung der Mutarotation der Reaktionsprodukte 
bestitigen also in einer sehr wertvollen Weise mein friiher er- 
haltenes Resultat, daB die Malzamylase aus zwei prinzipiell 
verschiedenen Enzymen besteht. Die Behauptung Kuhns: 
,Vurch die Amylase des Malzes wird aus der Stiirke die Ge- 
samtmenge der Maltose als #-Modifikation in Freiheit gesetzt“, 
gilt nur fiir die Saccharogenamylase. Die Dextrinogenamylase 
stimmt mit den beiden anderen von Kuhn untersuchten Amylasen, 
der Takadiastase und Pankreasamylase iiberein. 


Die Annahme Kuhns, daB der Unterschied zwischen den 
beiden Enzymen darauf beruht, daB sie verschiedene Angrifis- 
punkte im Starkemolekil haben, harmonisiert sehr gut mit meinen 
Untersuchungen iiber die Hydrolyse der Stiirke (Kap. 11). 


Als Ohlsson und Swaetichin!!) ferner eine uihnliche Wir- 
kung der Takadiastase und der Dextrinogenamylase des Malzes 
gefunden haben, zogen sie hieraus den SchluBsatz, daB es wahr- 
scheinlich nur zwei verschiedene Typen von Amylasen gibt, 
nimlich Saccharogenamylasen und Dextrinogenamylasen, die die 
Stirke in verschiedener Weise hydrolysieren. Diese Untersuchung 
wird gegenwirtig fortgesetzt und umfaBt nun mehrere Amylasen. 
Der Umstand, daB es nur zwei verschiedene Typen von Amylasen 
zu geben scheint, beruht aller Wahrscheinlichkeit nach darauf, 
daB es im Stairkemolekiil nur zwei prinzipiell verschiedene An- 
eriffspunkte gibt. Die Kinteilung in @- und f-Amylasen wiirde 
dann mit der von mir schon 1922 vorgenommenen Kinteilung 
in Dextrinogenamylasen und Saccharogenamylasen zusammenfallen. 
Kuhns a-Amylasen sind also dasselbe wie meine Dextrinogen- 
amylasen, und in gleicher Weise fallen die Begriffe @-Amylasen 
und Saccharogenamylasen zusammen. 


Zusammenfassung. 


1. Die Malzamylase ist kein einheitliches Enzym, sondern 
eine Mischung von zwei verschiedenen Enzymen, die Dextrinogen- 
amylase und Saccharogenamylase genannt werden. 

2. Unter den Produkten, die bei Hydrolyse der Stiirke mit 
Dextrinogenamylase gebildet werden, dominieren die Dextrine. 
Unter den Produkten, die bei Hydrolyse der Stirke mit Saccha- 
rogenamylase gebildet werden, dominiert dagegen die Maltose 
schon von Anfang an. 
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3. Bei Dialyse einer Malzlésung wird die Dextrinogenamylase, 
praktisch genommen, vollstindig zerstért zu einem Zeitpunkt, da 
die Saccharogenamylase noch etwa die Hilfte ihrer urspriing- 
lichen Aktivitét beibehalten hat. 

4. Die Stabilitiit der beiden Enzyme ist in verschiedener 
Weise von Wasserstoffionenkonzentration und Temperatur ab- 
hingig. Bei niedriger Temperatur und gréBerer Wasserstofi- 
ionenkonzentration ist die Saccharogenamylase wesentlich stabiler 
als die Dextrinogenamylase, wibrend man bei alkalischer Reaktion 
die Verhiltnisse umgekehrt findet. In diesem letzteren Falle 
unterscheiden sich die beiden Enzyme nur wenig. Bei héheren 
Temperaturen ist die Dextrinogenamylase wesentlich stabiler als 
die Saccharogenamylase. 

5. Wird eine Malzlésung bei 0° mit Chlorwasserstoffsiure 
bis zur p,, = etwa 3,3 angesiuert, und nach 15 Minuten mit so 
viel sekundirem Phosphat versetzt, daf{ man ein p,, von etwa 6 
erreicht, so ist die Dextrinogenamylase praktisch genommen voll- 
stiindig zerstért worden, wihrend von der Saccharogenamylase 
noch 70—s0°/, erhalten geblieben sind. 

6. Wenn man eine Malzlésung bei p,, = 6—7 wihrend 
15 Minuten bis auf 70° erhitzt, so wird die Saccharogenamylase, 
praktisch genommen, vollstiindig zerstért, wihrend von der Dextri- 
nogenamylase noch etwa 75°/, erhalten bleiben. 

7. Die Saccharogenamylase hat eine Aktivititskurve mit 
breiter Optimalzone zwischen p,, = 4—5,75, wihrend die der 
Dextrinogenamylase einen Optimalpunkt bei p, = 5,5—6 hat. 

8. Eine Untersuchung iiber die Verinderungen des osmo- 
tischen Druckes bei der Stiirkehydrolyse hat gezeigt, daB das 
Stiirkemolekiil bei Hydrolyse mit Dextrinogenamylase in zwei 
oder mehrere Dextrinmolekiile zerfallt, die dann weiter in 
Molekiile kleineren Molekulargewichtes zerkleinert werden, wobe! 
zuletzt Maltose entsteht. Bei Hydrolyse mit Saccharogenamylase 
wird dagegen Maltose schon von Anfang an gebildet. Das Stirke- 
molekiil zerfilit in ein oder mehrere Molekiile Maltose und 
einen Rest, Dextrin, der dann weiter zerfallt unter Bildung von 
Maltose und Dextrin usw. 

9. Eine Untersuchung mit der von Kuhn angegebenen 
Methode zeigt, daB die Saccharogenamylase die Stirke unter 
Bildung von -Maltose hydrolysiert, wihrend dagegen die Dextri- 
nogenamylase «-Maltose bildet. Die Dextrinogenamylase ist somit 
eine «-Amylase, die Saccharogenamylase eine #-Amylase. 
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Ubereinstimmende Ergebnisse iiber das Vorkommen einer dem 
Lecithin angehérenden, neuartigen Phosphorverbindung. 
Von 


Th. Gassmann. 
(Ziirich- Vevey.) 


(Der Redaktion zugegangen am 24. Mirz 1929.) 


Dureh das groBe Interesse, das gegenwiirtig dem Phosphorstoftwechsel 
im Organismus bzw. dem Mehrgehalt an Phosphor im Lecithin und seinem 
Verbindungstypus ents zegengebracht wird und das besonders durch die 
Arbeit von Kurt Sorg!): ,,Uber den Phosphatidgehalt verschiedener Muskel- 
arten* und durch diejenige von G. Embden?): ,,Untersuchungen iiber das 
Verhalten der Pyrophosphorsiure und des Lactacidogens bei Muskelarbeit“ zu 
hoher Bedeutung gelangt ist, sehe ich mich veranlaBt, festzustellen, daB ich 
bereits im Jahre 1922 eine gréBere Arbeit®) in Form einer Broschiire ver- 
offentlicht habe, die von ganz anderen Wegen ausgehend gleichwohl analoge 
Ergebnisse herbeigefihrt hat. 

Nach meinem Verfahren‘) erhélt man durch Behandeln des wiiBrigen 
Auszuges von fein verteilter Kalbs- oder Ochsenleber mit waBriger, kon- 
zentrierter Zinnchloriirlésung infolge Aufspaltung des Lecithins einen reich- 
lichen Niederschlag, der nach dem Auswaschen mit Wasser und Trocknen 
analysiert genauestens der Formel Owais entspricht. Im Filtrat 

. 2/2 
hiervon kann die Glyzerinphosphorsiiure nach bekannten Grundsiitzen nach- 
gewiesen werden. 

Die mit dem Cholin verkuppelte (P,O),-Substanz hat besondere Eigen- 
schaften; mit Siuren kann sie niemals ‘aufgespalten werden, weshalb auf 
diesem W ege eine Uberfiihrung in Phosphorsiure unmdglich ist; letztercs 
wird durch Schmelzen der (P,O),-Substanz mit Salpetermischung erreicht. In 
wiBriger Lésung wird sie mit konzentrierter Silbernitrat- oder Bariumchlorid- 
lisung kolloidal gefailt, wobei sie ihre leichte Léslichkeit in Wasser verliert 
und verschiedene Farbennuanzierungen aufweist. Der Analyse und ihrem 
Komplexcharakter entsprechend habe ich ihr die Formel (P,O), zugewiesen. 

Herr Prof. Embden stellt in seiner jiingsten Arbeit fest, daB auBer 
der Ortho- und Pyrophosphorsiure im Muskel noch eine unbekannte, die 
Vorstufe fiir die phosphorsiurebildende Phosphorverbindung 
existiert. Dieser ,,unbekannte“ Phosphorty pus diirfte nunmehr identisch 
sein mit der von mir entdeckten (P,O),-Substanz, die infolge ihrer Ver- 
kuppelung mit dem Lecithin diesem einen bedeutend gréBeren G Gehalt an 
Phosphor zuweist, als wie bis dahin angenommen wurce. 

Ebenso scharf, wenn nicht schiirfer, tritt die Annahme von Herrn 
Prof. Sorg, dab im Lecithin zwei Phosphortypen vorkommen miissen, 
hervor, was vollstiindig im Einklang mit meinen experimentellen Ergeb- 
nissen, d h. mit dem Nachweis der (P,Q),-Substanz und der Glycerin- 
phosphorsiiure im Lecithin, ist. 


1) Diese Z. 182, 97 (1929). 2) Ebenda 187, 53 (1930). 

*) Th. Gassmann, Broschiire: Meine Ergebnisse itiber die Entdeckung 
der gleichen, Phosphor enthaltenden Substanz im Regen-Schnee und KEis- 
wasser und im Menschen-, Tier- und Pflanzenorganismus. (1922.) Verlag 
K. J. Wyss Erben, Bern. — Th. Gassmann, Verhdl. d. schweiz. natf. Ges. 
Basel 1927, II. Teil, S. 139—142. 

*) Das Verfahren ist in obigen Publikationen beschrieben. Fiir die 
Bestimmung des Phosphors in Regen-, Schuee- und Eiswasser wendet man 
am vorteilhaftesten die Methode an, wie ich sie [Diese Z. 178, 62 (1925). 
angegeben habe. 
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Weiterer Beitrag zum Problem der Herkunft des Kreatins bzw. 
Kreatinins im tierischen Organismus.’) 


Von 


Emil Abderhalden und Severian Buadze. 


(Aus dem Physivlogischen Institut der Universitat Halle a. 8.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1. April 1930.) 


Versuche?) tiber den EinfluB des Zusatzes einer Reihe von 
Verbindungen zu iiberlebenden Organen und Fiitterungsversuche, 
ausgefithrt an Tauben und am Hunde, fihrten iibereinstimmend 
zum Ergebnis, daB Nucleinséiure bzw. Adenin und Guanin 
und ferner Histidin als Quelle fiir Kreatin bzw. Kreatinin 
in Betracht kommen. Weiterhin fanden wir Beziehungen von 
Hydantoin und N-Methylhydantoin zu den genannten Ver- 
bindungen. Ferner konnte gezeigt werden, da’ Allantoin, 
Harnséure, Coffein, Methylimidazol und Urazil beim er- 
wachsenen Hunde die Ausscheidung von Gesamtkreatinin im 
Harn nicht vermehren, wohl aber fiihrte Verfiitterung von Pla- 
zentagewebe und von Hamoglobin bzw. Globin zu einer 
Steigerung der Ausfuhr von Gesamtkreatinin. Gleichzeitig wurde 
auch die Ausscheidung an Harnsiure und Allantoin erhéht. Wirk- 
sam war auch das Hydrolysat von Globin. Wurden jedoch Ar- 
ginin und Histidin aus ihm entfernt, dann blieb die Kreatinin- 
ausscheidung unbeeinfluBt. Zusatz von Arginin zum erwihnten 
Hydrolysat, dem Histidin und Arginin entzogen waren, zeitigte 
keine Steigerung der Gesamtkreatininausscheidung, dagegen er- 
héhte Zusatz von Histidin die Ausfubr von Gesamtkreatinin. 
Am wirksamsten war die gleichzeitige Beigabe von Arginin und 
Histidin zu dem erwahnten abgebauten Globin minus Arginin und 


1) Zugleich Stellungnahme zu der Mitteilung von Schumann, Diese 
Z. 186, 104 (1929). 

*) Abderhalden u. Buadze, Arch. f. d. ges. exp. Med. 65, 1 (1929); 
56, 635 (1929); 69, 561 (1929). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXXIX. D 
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Histidin. Obwohl eine reiche Erfahrung gezeigt hat, daB bei ein 
und demselben Tier unter gleichen Versuchsbedingungen und ins- 
besondere bei gleichartiger Ernahrung die Gesamtkreatininaus- 
scheidung innerhalb enger Grenzen sich gleich bleibt, und infolge- 
dessen ein nach Beigabe bestimmter Substanzen auftretendes An- 
steigen der Gesamtkreatininausfuhr iiber das gewohnliche Mai 
hinaus bei unbeeinfluBtem Gesamtstickstoffumsatz im Sinne einer 
Beziehung zwischen dem verfiitterten Produkt und dem Kreatin- 
Kreatinin gedeutet werden darf, insbesondere wenn bei mehrfach 
wiederholter Durchfiihrung der gleichen Versuche das gleiche Er- 
gebnis erhalten wird, rechneten wir dennoch mit der Méglichkeit 
einer indirekten Wirkung. Nun diirfte bei den Organversuchen 
eine solche ausgeschlossen sein. Infolgedessen halten wir uns 
fiir berechtigt, die am gesamten ‘Tier erhobenen entsprechenden 
Befunde im Sinne einer direkten Beziehung jener Verbindungen 
zu Kreatin—Kreatinin zu betrachten, nach deren Verfiitterung 
ein weit iiber die Fehlergrenzen der angewandten Methode 
hinausgehendes Ansteigen der Kreatin—Kreatininausscheidung ein- 
getreten ist. 

Ks hat nun R. Schumann }) (physiologisch-chemisches Institut 
der Universitit Berlin, Leiter H. Steudel) die Frage direkter 
Beziehungen zwischen Nucleinsiure bzw. Purinbasen und Histidin 
zur Bildung von Kreatin—Kreatinin einer Nachpriifung unterzogen, 
offenbar zur Aufklirung der zwischen unseren Ergebnissen und 
denjenigen von H.Steudel und R. Freise’) bestehenden Differenz. 
Die beiden genannten Forscher tiihrten die erwihnten Verbindungen 
intravenéds zu und fanden dabei kein Ansteigen der Kreatin— 
Kreatininausscheidung. Schumann hat, wie wir es auch getan 
haben, nucleinsaures Natrium und ferner Histidin verfiittert. In 
Ubereinstimmung mit den von uns erhobenen Befunden fand auch 
er insbesondere nach Verabreichung von Nucleinsiure ein Ansteigen 
der Gesamtkreatininausscheidung. Er bringt dieses jedoch nicht 
in direkten Zusammenhang mit den verfiitterten Substanzen, vie!- 
mehr denkt er an eine indirekte Wirkung. 

Es sei zuniichst Stellung zu folgender Uberlegung genommen, 
die von R. Schumann angestellt wird. Er rechnet aus, wieviel 
Kreatin aus jener Menge an Guanin und Adenin entstehen miibte, 
die mit der verfiitterten Hefenucleinsiiuremenge zugefithrt wurde, 





1) Diese Z, 186, 104 (1929). 
*) Diese Z. 120, 244 (1922). 
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falls der in den genannten Purinbasen enthaltene Imidazolring 
quantitativ in die genannte Verbindung iibergefiihrt wiirde. Im 
Vergleich zu der errechneten Menge erscheint ihm das von ihm 
beobachtete Ansteigen der Kreatininmenge nach Zufuhr von Hefe- 
nucleinsiure zu unbedeutend. Nun wissen wir aus zahlreichen 
Untersuchungen, dab Purinbasen Quelle von Harnsiiure und ins- 
besondere beim Hunde von Allantoin sind. Wir haben nie daran 
gedacht, daB durch Zufuhr von Purinbasen, Histidin usw. die 
Kreatin—Kreatininbildung in beliebiger Menge gesteigert werden 
kénne. Ks handelt sich beim Kreatin—Kreatinin ganz oftenbar 
nicht um ein gewohnliches Stoffwechselendprodukt, vielmehr um 
eine Verbindung, die im tierischen Organismus eine hohe biolo- 
gische Aufgabe erfillt. Es ist nicht anzunehmen, dab der Or- 
ganismus Verbindungen dieser Art iiber ein gewisses Mab hinaus 
erzeugt. Der Hauptweg des Abbaus von Purinbasen ist derjenige 
zu Harnsiure und Allantoin. Wir glauben, durch unsere Beobach- 
tungen einen weiteren Weg des Abbaus von Purinbasen nach- 
gewlesen zu haben, der je nach Bedarf des Organismus in mehr 
oder weniger groBem Umfang eingeschlagen wird. 

Die Beurteilung der von R.Schumann mitgeteilten Versuchs- 
ergebnisse ist auBerordentlich schwierig. Seine beiden Versuchs- 
tiere haben neben Kreatinin im Harn Kreatin ausgeschieden, und 
zwar war die Menge der letzteren Verbindung viel gréBer als die- 
jenige der ersteren. Nach in der Literatur niedergelegten Er- 
fahrungen und nach unseren Feststellungen scheiden Hunde in 
der Regel so gut wie gar kein Kreatin aus. Nur wahrend der 
Schwangerschaft ist Kreatin neben Kreatinin im Hundeharn gefunden 
worden. Es lagen ohne Zweifel bei den beiden von R.Schumann 
in Versuch genommenen Hiindinnen Verhiltnisse vor, die eine 
Besonderheit darstellen.') Unméglich ist es, aus den von R.Schu- 
mann mitgeteilten Angaben iiber den Stickstoffstoftwechsel Anhalts- 
punkte fiir die von ihm behauptete, nach Zusatz von Histidin 
und Nucleinsiiure einsetzende Steigerung desselben zu entnehmen. 

In der Einleitung wird mitgeteilt, daB die Versuchstiere (2 Hiindinnen) 
mit der gleichen Kost bis zum Stickstoftstoffwechselgleichgewicht gefiittert 


worden seien. Der Kost wurde dann die zu untersuchende Substanz bei- 
gegeben. Aus den mitgeteilten Tabellen liBt sich iiber die Stickstoffbilanz 


’) Terroine u. Garot {Arch. internat. d. physiol. 27, 77 (1926)] fanden 
neben vollstindigem Fehlen von Kreatin auch Anwesenheit von solchem im 
Harn yon Hunden, jedoch war die Kreatinmenge im Vergleich zum Krea- 
tinin klein, 
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nichts aussagen, weil nicht angegeben ist, wieviel Kotstickstoff jeweilen 
vorhanden war. Der Stickstoffgehalt des verabreichten Fleisches schwankte. 
Betrachten wir einzelne Perioden: Hund 1 erhielt an 2 Tagen je 5 g Hefe- 
nucleinsiiure. Diese Menge entspricht nach der Angabe von R.Schumann einer 
Stickstoffzufuhr von insgesamt 1,76 g. Das Tier bekam ferner 150 g Fleisch 
und 100 g Reis, In der Tabelle ist nur der Stickstoffgehalt des Fleisches 
angefiihrt. Wir vermuten, daB ein Verseben vorliegt. Reis enthiilt auch 
Stickstoff. Gegeben wurden 5,27 + 5,38 + 5,41 + 2mal 5,26 g Stickstoff in 
der Nahrung. Dazu kamen noch 1,76 g Stickstoff in Form von Hefenuclein- 
siiure. Das sind zusammen 28,34 g Stickstoff. Dieser Zufuhr stehen 24,1 g 
Stickstoffausfuhr gegeniiber. Es sind somit 4,24 g des mit der Nahrung 
und der Nucleinsiure eingefiihrten Stickstoffs nicht im Harn ausgeschieden 
worden. Ein Teil davon diirfte im Kot geblieben sein. Es ist nicht zu 
verstehen, wie man von diesem Ergebnis aus von einer Steigerung des Gesamt- 
stickstoffumsatzes sprechen kann, vorausgesetzt daB das Versuchstier sich 
wirklich vorher im Stickstoffgleichgewicht befunden hat. Betrachtet man 
die dem Nucleinsiiure-Versuch vorangehende 5-tigige Versuchsperiode, 
wihrend der nur Fleisch und Reis verabreicht wurden, dann ergeben sich 
folgende Einnabmen und Ausgaben an Stickstoff: 27,23 g N als Einnahme 
und 21,13 g N als Ausgabe. Es besteht somit zwischen Einnahme und 
Ausgabe eine Differenz von 6,10 g Stickstoff. Da nicht mitgeteilt ist, wie 
sich die Stickstoffmenge im Kot verhalten hat, lassen sich aus den mit- 
geteilten Werten keine bestimmten Schliisse auf den Umfang des Stickstott- 
stoffwechsels ziehen. Auf alle Fille spricht nichts fiir eine Steigerung des- 
selben. Beim 2. Versuch wurden 10 g Hefenucleinsiiure an einem Tage ver- 
fiittert. R.Schumann faBt, ohne irgendwelche Begriindung zu geben, in 
einer Ubersichtstabelle eine Anzahl von Tagen zusammen und berechnet 
dann die durchschnittliche Stickstoffausscheidung in Gramm pro Tag. Selbst- 
verstindlich kann auf diese Weise leicht ein vorhandenes wesentliches An- 
steigen der Gesamt-Kreatininausscheidung verwischt werden. Es_liegen 
keine Anhaltspunkte dafiir vor, daB bei Verfiitterung einer bestimmten Sub- 
stanz, die von ihr abstammenden Produkte innerhalb von 4 oder 5 Tagen 
zur Ausscheidung kommen. Im vorliegenden Fall betrachtet R. Schumann 
eine 4-tiigige Periode. Das Versuchstier erhielt in dieser 21,32 g Stick- 
stoff in Form von Fleisch und Reis. Dazu kamen 1,76 g Stickstoff in Form 
von Nucleinsiiure = 23,08 g Stickstoff. Im Harn erschienen 21,09 g Stick- 
stoft. Am Tage der Verabreichung der 10 g Hefenucleinsiure erhielt das 
Versuchstier insgesamt 7,02 g Stickstoff zugefiihrt. Es schied im Harn nur 
5,17 g Stickstoff aus. Die héchste Stickstoffausscheidung im Harn fand sich 
am 3. Tage nach Kinfiihrung der Hefenucleinsiure. Es ist nicht wahrschein- 
lich, daB dieses Ansteigen der Stickstoffausfuhr in Zusammenhang mit der 
38 Tage vorher erfolgten Zufuhr von Nucleinsiure gestanden hat. Am 2. Tag 
nach der Zufuhr der 10 g Hefenucleinsiure waren im Harn 4,85 g Stickstot! 
enthalten. In der Nahrung erhielt das Versuchstier 5,26 g Stickstoff. Es 
sei noch ein Beispiel aus dem am 2. Versuchstier durchgefihrten Versuch 
mitgeteilt. Es erhielt innerhalb von 5 Tagen in Form von Fleisch und Reis 
26,58 g Stickstoff + 1,76 g Stickstoff in Form von Hefenucleinsiure (an zwe! 
aufeinanderfolgenden Tagen je 5 g). Die Gesamtstickstoffzufuhr betrug 
28,34 g. Im Harn erschienen hiervon 23,70 g. Es sind somit 4,64 g vom 
zugefiihrten Nahrungsstickstoff im Harn nicht aufgetreten. Am 1. Tag der 
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Verabreichung von 5 g Hefenucleinsiiure erschienen im Harn 4 g Stickstoff. 
In der Nahrung waren 6,15 g Stickstoff zugefiihrt worden. Am 2. Versuchs- 
tag betrug die Stickstoffzufuhr 6,26 g. Im Harn erschienen 5,64 g Stickstoff. 
In der vorausgehenden 5 tiigigen Vorperiode, in der das Versuchstier 150 g 
Fleisch und 100 g Reis erhielt, betrug die zugefiihrte Stickstoffmenge 27,23 g. 
Im Harn ausgeschieden wurden 22,40 g; folglich waren im Harn vom 
Nahrungsstickstoff 4,83 g Stickstoff nicht erschienen. Die Zahl der Beispiele 
lieBe sich leicht vermehren. 

Wir kommen zum Schlusse, daB es ganz unméglich ist, aus 
den von R. Schumann mitgeteilten Daten einen Einblick in den 
Ablauf des Stickstoffstoffwechsels zu erhalten. Insbesondere spricht, 
wie bereits betont, nichts fir ein Ansteigen desselben wihrend 
der Zufuhr von Hefenucleinsiiure. Werfen wir nun noch einen 
Blick auf die in den Tabellen enthaltenen Angaben iiber die Ge- 
samt-Kreatininausscheidung, dann stoBen wir insbesondere nach 
Verfiitterung von Nucleinséure auf zum Teil ganz erhebliche Zu- 
nahmen. 


Obwohl die Arbeit von R. Schumann, wie aus dem Vorstehenden 
hervorgeht, an sich keinen Anlab bot, unsere Beobachtung durch Wieder- 
holung der gleichen Versuche zu kontrollieren, haben wir es dennoch unter- 
nommen, nochmals entsprechende Versuche unter besonders sorgsamer Ver- 
folgung des Verhaltens des Stickstoffstoffwechsels durehzufiihren. Als Ver- 
suchstier beniitzten wir die gleiche Hiindin, die wir schon zu den friiheren 
gleichartigen Versuchen verwendet hatten.') Ihr Kérpergewicht blieb wihrend 
des ganzen Versuchs ziemlich konstant (7,5 kg). Die Grundkost bestand 
aus 20 g Fleischpulver, 40 g Stiirke, 40 g Margarine, 3 g Knochenmehl, 5 g 
Rohrzucker und 1 g Hefe. Ferner verabreichten wir tiiglich 250 cem Wasser. 
Der Gesamtstickstoffgehalt der tiiglichen Nahrung betrug mit Ausnahme 
der letzten Tage (vgl. weiter unten) 2,77 g. Die Mahlzeiten wurden stets 
in genau der gleichen Weise zubereitet. In die geschmolzene Marga- 
rine gaben wir die iibrigen erwihnten, genau abgewogenen Nahrungsmittel 
hinein. Ferner mischten wir die obenerwihnte Wassermenge bei. Der 
Brei wurde sorgfailtig durchgeriihrt und dem Versuchstier in Jauwarmem 
Zustand verabreicht. Es nahm die Nahrung, die es immer zur gleichen 
Zeit erhielt, stets anstandslos auf. Innerhalb von 10 Minuten war die ge- 
samte Nahrungsmenge restlos verschwunden. Wir vermieden absichtlich 
die Fiitterung mit Kartoffeln, gekochtem Fleisch und dgl., weil es wohl 
kaum modglich ist, ohne fortlaufende tigliche Bestimmungen des Stickstoff- 
gehaltes des Futters genau gleiche Stickstoffmengen zuzufiihren, Dazu 
kommt noch, daB die Menge und die Art der Nahrung nicht, wie man bisher 
annahm, ohne Einflu8 auf den Kreatin—Kreatininstoffwechsel ist. Die Fest- 
stellungen von F. Lieben und D. Laszlo? E. Abderhalden und 
S. Buadze®) und L. Garot*) erfordern unbedingt eine Einschriinkung des 


) Z. f. exper. Medizin 69, 561 (1930). 

”) Biochem. Z. 176, 401 (1926). 

*) a, a. O. 

*) Arch. internat. d. Physiol. 29, 55 (1927). 
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Mendel-Rosenschen') Schemas, Der Meinung von Garot kénnen wir 
allerdings insofern nicht beitreten, als er die Ansicht vertritt, es sei nur 
das Kreatin von seiten der Nahrung aus beeinfluBbar, wahrend die Ent- 
stehung des Kreatinins ausschlieBlich endogen bedingt sei. Kreatin und 
Kreatinin gehéren ohne Zweifel zusammen. Es sei in dieser Hinsicht auf 
die Beobachtungen von St. Benedict und E. Osterberg?) und ferner von 
A. Chanutin®) verwiesen. Diese Forscher haben den Ubergang von Kreatin 
in Kreatinin im tierischen Organismus und insbesondere auch im mensch- 
lichen Organismus iiber jeden Zweifel sichergestellt. 

Ebenso groBen Wert, wie auf die stets gleichbleibende Menge und Art 
der tiiglichen festen Nahrung, legten wir auf die Zufuhr gleich groBer 
Wassermengen. Wenn auch die Kreatininausscheidung selbst bei gréBter 
Durchspiilung des Koérpers keinerlei quantitative Anderungen aufweist*), so 
ist dafiir die Gesamtstickstoffausscheidung beeinfluBbar. 

Den Harn nahmen wir regelmifig um 8 Uhr frith ab. Er wurde sofort 
verarbeitet. Von Katheterisieren nahmen wir absichtlich Abstand. Nach 
unserer reichen Erfahrung gelangt man bei genauer Innehaltung der Fiitte- 
rungszeit zu freiwilligen Harnabgaben, die in langfristigen Versuchen ein- 
deutige Ergebnisse liefern. Im Harn bestimmten wir einerseits das _pri- 
formierte Kreatinin und andererseits nach Folin das Gesamt-Kreatinin. 
Ferner bestimmten wir den Gesamtstickstoff des Harnes und des Kotes 
nach Kjeldahl. Den Harn analysierten wir tiglich. In den vereinzelten 
Fiillen, in denen in der Tabelle Durchschnittszahlen fiir den Stickstoffgehalt 
und fir die Kreatininmenge angefiihrt sind, bedeutet das, daB die tiglich 
ermittelten Werte gréBere Unterschiede aufwiesen. Der Kot wurde von 
mehreren Tagen vereinigt. Den ermittelten Stickstoffgehalt verteilten wir 
gleichmibig auf die in Frage kommenden Tage. In der Ubersichtstabelle 
haben wir der besseren Ubersichtlichkeit wegen nur die Stickstoftbilanz als 
solche angefiihrt. Wie aus ihr ersichtlich ist, neigte das Versuchstier zu 
einer, wenn auch geringen, Stickstoffretention. Vom 3. Mirz an bis zum 
letzten Versuchstag gaben wir ihm 2 g Fleischpulver = 0,254 g Stickstoff 
weniger pro Tag. Die auf Beziehungen zur Kreatininausscheidung zu _ prii- 
fenden Substanzen fiigten wir in genau abgewogenen Mengen der Grundkost 
bei. Bemerkt sei noch, daB die Ergebnisse der Untersuchung des jeweiligen 
Tagesharns in der Tab. 2 unter dem Datum gefiihrt sind, das dem in Be- 
tracht kommenden Versuchstage entspricht. So ist z. B. das Untersuchungs- 
ergebnis, des am 21. Febr. 8 Uhr morgens abgenommenen, am genannten Tage 
untersuchten Harnes in der Tab. 2 unter dem Datum 20. Febr. eingetragen. 


Ks sei im folgenden iiber die einzelnen Versuche im Zusammen- 
hang berichtet. In unseren friiheren Mitteilungen hatten wir fest- 
gestellt, da&B Zusatz von 1-Histidin zu Organbrei unter den von 
uns gewiihlten Bedingungen nur bei gleichzeitiger Verwendung von 
Leber- und Muskelbrei zu einem positiven Resultat fiihrt, jedoch 


1) J. of biol. Chem. 10, 249 (1911). 
*) J. of biol. Chem. 56, 229 (1923). 
8) J. of biol. Chem. 67, 29 (1926). 
‘) Riesser, Diese Z. 86, 415 (1913). 
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auch in diesem Falle nicht regelmiBig. EKindeutig waren dafiir 
die Beobachtungen an Tauben, denen 3 g neutralisiertes 1-Histidin- 
monohydrochlorid verabreicht wurde. Die Folge war stets eine 
Erhéhung der Ausscheidung an Gesamtkreatinin. Verabreichung 
von Glykokoll und Alanin erwies sich in der genannten Richtung 
als wirkungslos. Bei Hunden konnten wir nur dann mit Sicherheit 
eine Beeinflussung der ausgeschiedenen Gesamtkreatininmenge fest- 
stellen, wenn die Menge des zugefiihrten Histidins eine ausreichend 
groBe war. Der Befund von Schumann, wonach Zufuhr von 1 g 
Histidinmonohydrochlorid sich in der Gesamtkreatininausscheidung 
nicht eindeutig auswirkt, steht in Ubereinstimmung mit unseren 
Beobachtungen. Wird jedoch die Menge des Histidins gesteigert, 
dann wird der EinfluB auf die Kreatininausscheidung deutlich. 
Kin Blick auf die Ubersichtstabelle zeigt, daB die Verabreichung 
von 5g neutralisiertem 1-Histidinmonohydrochlorid zu einer gering- 
fiigigen Steigerung der Gesamtkreatininausscheidung fiihrte. Nach 
EKingabe von 8 g war sie sehr deutlich. Die Stickstoffbilanz 
wurde am Tage der Verabreichung von 8 g Histidinmonohydro- 
chlorid negativ, nachdem am Tage zuvor eine Stickstoffretention 
stattgefunden hatte, die tiber dem sonstigen Durchschnitt der 
Stickstoffzuriickhaltung stand. Es hatte sich ohne Zweifel die 
spezifisch-dynamische Wirkung des Histidins bemerkbar gemacht. 
Man koénnte daran denken, daB ein ursichlicher Zusammenhang 
zwischen dem gesteigerten Stickstofistoffwechsel und der Zunahme 
an Kreatininausscheidung besteht. Gegen eine solche Annahmespricht 
die Beobachtung, da’ Glykokoll die Stickstoffbilanz bedeutend 
stirker beeinfluBt hat, ohne daB eine Erhéhung der Gesamt- 
Kreatininausscheidung die Folge war (vgl. hierzu in der Uber- 
sichtstabelle die Versuchstage 29.—31. Januar). Nur nach Zugabe 
von 15g Glykokoll war die Gesamtkreatininausscheidung gegeniiber 
derjenigen der der Glykokoll-Fiitterung unmittelbar vorausgehenden 
Tage unbedeutend gesteigert, jedoch iiberstieg die Gesamtkreatinin- 
menge im Harn nicht jene, die ohne Aminosiurezufuhr am 
18.—19. Jan. beobachtet worden war. Zu den Versuchen mit Glyko- 
koll sei erwihnt, daB bereits H. G. Lewis, M. S. Dunn und 
kK. A. Doisy), ferner H. Zwarenstein?) und endlich A. A. Christ- 
man und EK. C. Mosier®) festgestellt haben, daB Verabreichung dieser 


1) J. of biol. Chem. 36, 9 (1918). 
2) Biochemic. J. 20. 307 (1928). 
%) J. of biol. Chem. 83, 11 (1929). 
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Aminosiiure bei Menschen keinen EinfluB auf die Kreatininaus- 
scheidung ausiibt. Kinen entgegengesetzten Befund haben neuerdings 
G. Brand, M.M. Harris, M.Sandberg und A. I. Ringer?) erhoben. 
Sie verabreichten Personen, die an progressiver muskularer Pseudo- 
hypertrophie litten, Glykokoll per os. Die Gesamtkreatininaus- 
scheidung war um etwa 40°/, erhéht. Es ist schwer zu sagen, 
wie dieser Befund zu erkliren ist. 

Die Beobachtung, wonach die nach Zufuhr von gréBeren 
Glykokollmengen einsetzende, ganz erhebliche Steigerung des 
Stickstoffstoffwechsels keine in Betracht kommende Erhéhung der 
Kreatininausscheidung zur Folge hat, zeigt mit aller Deutlichkeit, 
daB Gesamtstickstoffstoffwechsel und Kreatin-Kreatininstoffwechsel 
in keinen unmittelbaren Beziehungen zueinander zu stehen brauchen. 
Es kommt ohne Zweifel ganz und gar darauf an, von welcher Art 
die umgesetzten stickstoffhaltigen Produkte sind. Es unterliegt 
keinem Zweifel, daB man allein durch Verfolgung des Gesamt- 
stickstoftstoffwechsels unter gleichzeitiger gesonderter Betrachtung 
der einzelnen im Harn erscheinenden stickstoffhaltigen Produkte 
einen tieferen Einblick in die Art und Weise gewinnen kann, 
wie bestimmte Produkte, die den Stickstoffumsatz beeinflussen, 
wirken. So beobachteten wir z. B., daB parenteral zugefiihrtes 
Thyroxin die Stickstoffausscheidung steigert unter gleichzeitiger 
Erhéhung der Kreatininausfuhr. Der Stickstoffstoffwechsel war 
hierbei jedoch bei weitem nicht so stark erhéht wie bei der 
Verabreichung von 15 g Glykokoll. Die Versuche mit der ge- 
nannten Aminosiure und dem genannten Inkretstoff sind an ein 
und demselben Versuchstier durchgefiihrt worden. 

Wir haben als weiteres Mittel zur Erhéhung des Umsatzes 
stickstoffhaltiger Verbindungen unserem Versuchstier Phlorhizin 
parenteral zugefiihrt, und zwar spritzten wir mehrere Tage hinter- 
einander je 0,2 g des genannten Glykosides in sodaalkalischer 
Lisung ein. Neben Kreatinin- und Gesamtstickstoffausscheidung 
bestimmten wir auch den Zuckergehalt des Harnes(vgl. in der Uber- 
sichtstabelle die Versuchstage 6.—11. Marz). Am Tage der ersten 
Phlorhizinzufuhr trat Diarrhée auf. Infolgedessen lieBen sich an 
ihm keine exakten Bestimmungen durchfiihren. Die Stickstoff- 
bilanz wurde ganz erheblich negativ. Gleichzeitig blieb die 
Kreatininausscheidung unbeeinfluBt.2) Bemerkt sei noch, da8 am 


') Amer. J. Physiol. 90, 296 (1926). 
*) Vgl. hierzu auch: Benedict u. Osterberg, J. of biol Chem. 15, 
195 (1914) und Lieben u. Laszlo, Biochem. Z. 176, 401 (1926). 
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zweiten Tage der Phlorhizinzufubr 4,6 g, am 3. und 4. Tage zu- 
sammen 10 g, nach der 4. Injektion 6,2 g und nach der 5. 8,1 g 
Zucker zur Ausscheidung im Harn kamen. Zwei Tage nach der 
letzten ‘Phlorhizinzufuhr waren nur noch 0,3 ¢ Zucker im Harn 
nachweisbar. Am darauffolgenden Tage fiel die Trom mersche Probe 
eben gerade noch positiv aus. 

Kehren wir nun wieder zuriick zur Besprechung der nach 
Zufuhr von Histidin erhaltenen Befunde. Wir hatten seiner Zeit 
festgestellt, daB Anwesenheit von Methylimidazol die quantitative 
Bestimmung des Kreatiningehaltes stért und zwar im Sinne einer 
Herabsetzung der in Wirklichkeit vorhandenen Menge.!) Diese Beob- 
achtung legte uns nahe, festzustellen, ob nicht auch Histidin als 
solches KinfluB auf die Kreatininbestimmung ausiibt. Ubrigens 
kommt bei Verfiitterung der genannten Aminosiiure nicht nur 
diese selbst in Frage, sofern sie unveriindert im Harn zur Aus- 
scheidung gelangt, vielmehr kénnen von ihr ableitbare Imidazol- 
derivate sich geltend machen. Ks sei z. B. an die Bildung von 
Urocaninsiure erinnert. Die Anwesenheit des Imidazolkerns im 
Harn verrait sich ohne weiteres durch den mehr oder weniger 
starken Ausfall der Diazoreaktion. Ferner lassen sich nach Ver- 
fiitterung von gréBeren Mengen von Histidin diese Aminosiure 
und Urocaninséure direkt aus dem Harn isolieren. Wir stellten 
Versuche folgender Art an. Zu 1 ccm einer 0,02°/,igen Krea- 
tininlésung fiigten wir 1 ccm einer sorgfiltig neutralisierten, 
10mg enthaltenden Liésung von |-Histidinmonohydrochlorid, ferner 
0,5 ccm 10°/,ige Natronlauge und endlich 1,5ccm kalt gesiittigter, 
wiBriger Pikrinsiurelésung hinzu. Die Standard-Kreatininlésung 
enthielt an Stelle von Histidin entweder die entsprechende Menge 
Glykokoll oder Alanin oder Wasser. Die Lésungen blieben 
) Minuten stehen. Hierauf fiillten wir sie mit Wasser auf 20 ccm 
auf und fiihrten dann die colorimetrische Kreatininbestimmung 
durch. Die mit Histidin versetzten Kreatininlésungen lieferten 
durchweg bis zu etwa 20°/, zu geringe Werte, wihrend Glykokoll- 
bzw. Alaninzusatz ohne jeden Kinflu8 blieb. Steigerungen des 
Zusatzes von Pikrinsiiure vermochten den erwihnten Bestimmungs- 
lehler nicht auszugleichen. Nur bei etwa 25—30 Minuten langem 
Stehen der Lésungen glichen sich die Farbstirken aus. Ks ist 
jedoch dieses Vorgehen nicht ratsam, weil die Farbtine sich dabei 
etwas &ndern. Es stért dies die Genauigkeit der Kreatinin- 





1) Z. f. d. ges. exp. Med. 66, 635 (1929). 
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bestimmung unter Umstinden ganz erheblich. Auch ~ Zusatz 
weniger als der angegebenen Menge Histidin (z. B. 1 mg) zu 
Kreatininlésungen hemmt die vollkommene Entfaltung der Farb- 
stiirke nach Beigabe von Pikrinsiurelésung. Aus diesen Be- 
obachtungen ergibt sich, daB die von uns und auch anderen 
Autoren nach Histidinzufuhr festgestellten Kreatininwerte etwas 
zu niedrig ausgefallen sind. Der Unterschied zwischen der 
Kreatininausscheidung an histidinfreien Tagen gegeniiber jenen, 
an denen Histidin verabreicht wurde, ist somit noch etwas gréBer 
als in der Ubersichtstabelle zum Ausdruck kommt. 

In einer friiheren Arbeit*) haben wir, worauf bereits in der 
Einleitung hingewiesen worden ist, unter anderem beobachtet, dab 
nach Zufuhr von Hamoglobin bzw. Globin die Ausscheidung an 
Gesamtkreatinin im Harn zunimmt. Nun enthalt Globin erheb- 
liche Mengen an Histidin. Auffallend ist, daB bei direkter Zufuhr 
der genannten Aminosiiure eine ganz erheblich viel gréBere Menge 
davon einen geringeren EinfluB auf die Kreatininausscheidung 
ausiibt, als wenn sie in Gestalt von Globin verabreicht wird. Diese 
Feststellung findet vielleicht darin ihre Erklirung, daB bei Ver- 
fiitterung des histidinhaltigen EiweiBkorpers die genannte Amino- 
siiure wihrend der Verdauung fortlaufend in kleineren Mengen 
zur Resorption kommt, wiahrend bei Verabreichung von freiem 
Histidin die Resorptionsverhiltnisse anders liegen und wahrscheinlich 
ein ganz erheblicher Teil teils unveriindert, teils nur unvollkommen 
abgebaut durch die Nieren zur Ausscheidung gelangt. Ferner 
muB damit gerechnet werden, dab im Globin event. noch andere 
Quellen fiir Kreatininbildung vorhanden sind. Da jedoch nach 
Wegnahme von Histidin und Arginin der noch verbleibende 
Rest an Aminosiuren die Kreatininausscheidung nicht zu_beein- 
flussen vermochte und ferner beobachtet wurde, daB nach Ersatz 
der genannten Aminosiuren die Kreatininausscheidung anstieg, 
stehen weitere Moéglichkeiten der Herkunft von Kreatinin kaum 
in Frage. Unser Versuch mit Himoglobin (vgl. in der Uber- 
sichtstabelle Versuchstag 27. Februar) fiihrte wiederum zu einer 
ganz ausgesprochenen Steigerung der Kreatininausscheidung. Die 
Stickstoffbilanz war am Fiitterungstage sehr stark positiv, am 
darauffolgenden Tage jedoch negativ. Der Durchschnitt aus 
beiden T'ageswerten ergibt eine erhebliche positive Bilanz (+ 0,726 g.. 
Es steht somit auch hier der gesteigerten Gesamtkreatininaus- 


1) Z. f. d. ges. exp. Med. 69, 561 (1930). 
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scheidung keine entsprechende Steigerung des Stickstoffstoffwechsels 
gegentber.’) 

SchlieBlich haben wir auch jene Versuche wiederholt, die 
zum Ziele hatten, die in Organversuchen festgestellten Be- 
ziehungen zwischen Purinbasen und Kreatin—Kreatinin durch 
Fiitterungsversuche auszubauen (vgl. hierzu in der Ubersichts- 
tabelle die Tage 20.—26. Februar). Zuniichst sei bemerkt, dab 
unser Versuchstier nach Zugabe von Nucleinsiiure als solcher 
stets mit Stérungen von seiten des Magendarmkanals reagierte. 
Wir verabreichten sie deshalb in Form ihres Natriumsalzes. Wir 
gingen so vor, daB wir die Nucleinsiiure in Sodalésung auf- 
listen. Wir neutralisierten dann gegen Lackmus und mischten 
hierauf das nucleinsaure Natrium der Grundkost bei. Bei dieser 
Art der Verabreichung der Nucleinsiiure ergaben sich nie Stérungen. 
Wir beobachteten nach Zufuhr von 10g Nucleinsiiure kein An- 
steigen des Stickstoffwechsels. Die Gesamtkreatininausscheidung 
war gegeniiber den Vor- und Nachtagen ganz erheblich gesteigert. 

Im Zusammenhang mit der Feststellung von Schumann, 
wonach seine beiden Versuchstiere anniihernd doppelt so viel 
Kreatin wie Kreatinin ausschieden und ferner bei Zufuhr von 
Hefenucleinséure die Zunahme an Gesamtkreatinin im wesent- 
lichen auf einer solchen von Kreatin beruhte, wobei er zum Teil 
in Hinsicht auf die ausgeschiedene Kreatin—Kreatininmenge einen 
betrachtlich héheren Anstieg der Ausscheidung beobachtete als 
wir, haben wir an einer Reihe von Hunden Bestimmungen 
aber den Gehalt des Harnes an vorgebildetem Kreatinin und an 
Gesamtkreatinin durchgefiihrt. Wie die folgende Ubersicht zeigt, 
waren die Werte fiir vorgebildetes Kreatinin und Gesamtkreatinin 
praktisch identisch. Ab und zu fielen die Werte fiir Gesamt- 
kreatinin etwas niedriger aus als diejenigen fiir das im Harn 





1) Es ist von uns tibersehen worden, daB Lieben u. Laszlo (a. a. O.) 
bereits den EKinfluB von Blut in Gestalt von Blutwurst auf die Gesamt- 
kreatininausscheidung gepriift haben. Auch haben sie salzsaures Histidin 
subkutan eingespritzt. Die erhaltenen Ergebnisse sind schwer zu deuten, 
weil eine genaue Stickstoffbilanz fehlt. Verabreichung von 400 g Blutwurst 
steigerte die Kreatin—Kreatininausscheidung. Es finden sich jedoch noch 
bedeutendere Anstiege an Gesamtkreatininausfuhr bei Verabreichung yon 
gréBeren Mengen von Kuttelflecken. S. 423 der in Frage stehenden Arbeit 
wird betont, daB die Nahrung offenbar sehr schlecht ausgenutzt worden sei 
und sich nicht fiir einen Fiitterungsversuch eigne. Uns scheinen die mit- 
geteilten Versuche nicht geeignet, um eine eindeutige Entscheidung der 
Frage der Beziehung von Kreatin-Kreatinin zu Histidin zu erbringen. 
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anwesende vorgebildete Kreatinin. Es beruht dieser Untérschied 
wabrscheinlich auf einer Zersetzung von Kreatinin unter dem 
Kinflu8 der Methode der Uberfiihrung von Kreatin in die letztere 
Verbindung.?) 

Bemerkt sei noch, daB die Bestimmung des vorgebildeten 
und des Gesamtkreatinins in jedem einzelnen Falle mehrfach 
durchgefiihrt wurde. Die in der ‘Tabelle angegebenen Zahlen 
stellen Durchschnittswerte dar und beziehen sich auf 100 ccm Harn. 

















Tabelle 1. 
Vor- ssamt- 
Hund | Gewicht | gebildetes nnn 
; . Kreatini Kreatinin Bemerkungen 
Nr. in kg Areatinin : me 
in mg — 
— - — | —e — -* : (sgt 
1 20 86,40 85,40 Am 16. 8. 1929 kastrierter 
minnlicher Hund. 
2 19 96,00 100,00 Am 16. 8. 1929 kastrierter 
weiblicher Hund. 
8 26 109,40 106,00 Minnlicher Hund, _links- 
seitig Vasoligatur. 
4 15 73,00 69,00 en . 
5 12 94,60 94,34 Mannliche Hunde ohne be- 
sonderheiten. 
6 13 60,00 60,00 
1 6 43,60 42,75 —— _ 
g 13 71.54 72,05 Weibliche Hunde ohne Be- 
; 4 sonderheiten. 
9 8,5 53,00 52,05 
10 12 98,45 127,15 a | 
11 14,2 95,26 128,45 elbliche Hunde tragen 
12 9,3 67,55 67,60 i at 
13 21,8 | 102,05 101,85 rim a we omggialemaaamalieaal 
; sonderheiten. 
14 10,5 58,45 58,50 
15 9,0 56,85 56,00 7 
9 * ihe Weibliche Hunde ohne B.- 
16 12,5 78,15 18,10 . 
sonderheiten. 
17 8,6 58,25 58,30 


Hervorgehoben sei noch, da8 wir unseren Versuchshund 
schon seit 2 Jahren in Hinsicht auf seine Kreatininausscheidung 
genau kennen. Er war mit wenig Unterbrechungen im Stofil- 
wechselversuch. Wir beobachteten regelmiBig, daB er wahrend 
der Brunstperiode eine vermehrte Kreatininausscheidung aufwies. 
Daneben erschien, in allerdings geringer Menge, jedoch regelmibig 
Kreatin. Die Menge des letzteren iiberschritt selten 30 mg pro Tag. 


') Vgl. hierzu Hahn u. Barkan, Z. Biol. 72, 25, 305 (1920). 
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Ubersichtstabelle. 








. . . . . . . . - . - . 7 . . . . . = . . i . 
| a) DS DS PO ho Oe pet ll cll ool a a 2 
. . e . . . . . : . ° . . . . . . . . ° . 


» 








po to PON) PO PO ww Po 1 PO po Bo 


Kreatinin in g 





vor- 


gebildet | gesamt 


je 0,2495 | 


0,2455 | 
0,2374 | 

| 
0,2650 | 
0,2000 | 
0,2465 
0,2055 
0,2000 


je 


je 0,2293 


0,2400 
0,2215 
0,2445 | 
0,2632 | 


0,2135 | 
0,2350 | 
0,2135 

0,2592 





je 


0,2888 


0,2672 


0,2415 


0,2400 
0,2365 
0,2580 


je 


0,2154 


0,2275 
0,3164 
0,2400 


je 


je 0,2368 
0,3060 





je 


ins- 


je 0,2368 
0,2465 
0,2258 

je 0,2690 
0,2000 
0,2400 
0,2112 
0,2070 


je 0,2349 


0,2332 
0,2187 
0,2430 
0,2658 


je 0,2200 


0,2365 
0,2108 
0,2665 


0,2972 


0,2820 


0,2651 
0,2415 
0,2315 
0,2730 


0,2177 


0,2215 
0,3354 
0,2500 


je 


je 0,2349 
0,3600 





N-Bilanz 


je +0,34 


+0,24 
+0,47 


je +0,27 
+0,21 
+0,065 


+0,08 
+0,81 


je +0,31 


+ 0,23 
+0,31 
+0,07 
—1,10 


je +0,09 


— 0,006 
+0,27 
+0,43 
—0,41 


—0,17 


je —0,28 


—0,05 
+0,03 
+0,17 
je —0,18 
+0,17 
+0,43 
+0,04 
je +0,06 








Bemerkungen 


5 g Glykokoll gefiittert. 


10g ” ‘) 
15g 9 ” 


5 g 1-Histidin-monohydro- 


chlorid gefiittert. 


8 g 1- Histidin- monohydro- 


chlorid gefiittert. 


10g Nucleinsiure gefiittert. 


10g Nucleinsiure gefiittert. 























































Emil Abderhalden und Severian Buadze, 
j 
Ubersichtstabelle (Fortsetzung). 
—___— ————_- 
Harn- Kreatinin in g 
D::tum sedi | + ees 
menge a tah N-Bilanz Bemerkungen 
vor- | ins- 

1930 |42 CCM) gebildet | gesamt | 
25, 2. 200 0,2250 0,2500] +0,11 ' | 
26. 2. 250 0,2400 0,2592 — 0,02 
27. 2. 240 | 0,2885 0,8451] + +1,29 | 30gHimoglobinverfiittert. > 
28. 2. 250 0.2800) 0,3062} —0,56 

9 

a je 275 | je 0,2280 je 0,2280| je — 0,20 : 

3. 3. 160 0.2016 0,2044] +0,50 
4.3 180 0.2160 0),2120 —0,06 | Von diesem Tage ab wurde 

von der Grundkost 2 ¢g 
| Fleischpulver abgezogen. é 

5. 3. 200 0,2185|  0,2135] —0,009 ; 
6. 3. -— — | -— — 0,2 g Phlorhizin subeutan | 

| Injiziert. 

7.3 180 0.2480; 0,2332] +0,03 desgl. ¢ 
8.3. | : 
a a je 225 | je 0,2195 | je 0,2200 | je —0,22 desgl. Ps 
10. 3. 260 | 0,2380) 0,2320] —0,18 desgl. : 
11. 3. 220 0,2340|; 0,2442] —0,83 desel. h 
12.8. 200 | 0,2215| 0,2181] +0,08 ‘ 
13. 3. 185 0,2160! 0,2175} +0,11 " 
14. 3. 210 0,2163 0,2188 — 0,29 d 

Kotstickstoff. Tigliche Durchschnittswerte. d 
14. 1.—28. 1. 0,54 g (Vorversuchsperiode) Si 
29.1.— 4.2. 0,51 g (Versuche mit Glykokoll) h 
4,2.—11.2. 0,53 g (Versuche mit Histidin) b 
12. 2. 0,49 ¢ (Versuch mit 5 g Nucleinsiiure) | ow 
17. 2.—19. 2. 0,46 g (2. Vorversuchsperiode) fe 
20. 2.—26.2. 0,53 g (Versuche mit 2 x 10 g Nucleinsiure) ™ 
27.2.— 3.8. 0,54 g (Versuche mit Himoglobin). a’ 
Mit Ablauf der genannten Periode tiel die Kreatininausscheidung p 
wieder auf das gewohnliche MaB zuriick. Gleichzeitig verschwand 
das Kreatin giinzlich aus dem Harn. Unsere friiher mitgeteilte W 
Beobachtung!), wonach Menformon ein Ansteigen der Gesamt- K 
kreatininausfuhr bewirkt, steht in gutem Kinklang mit der Fest- 18 
stellung, wonach wiihrend der Brunstperiode und wahrend der ke 
Schwangerschaft der Kreatin—Kreatininstoffwechsel eine Steigerung de 
erfihrt. 








'\ Z. t. d. ges. exp. Med. 69, 561 (1930). 

















Beitrag zum Problem der Herkunft des Kreatins usw. 


Zusammenfassung. 

Es wird erneut festgestellt, daB bei Zufuhr von Nucleinsiiure 
und ferner von Histidin in gréBerer Menge ein Ansteigen des 
Gesamtkreatiningehaltes des Harnes erfolgt. Auf Grund ent- 
sprechender Befunde bei Zusatz der genannten Verbindungen zu 
Organbrei wird auf eine direkte Beziehung zwischen den ge- 
nannten Verbindungen und Kreatinin geschlossen und zwar diirfte 
der Imidazolkern das Bindeglied bilden. 

Der von Schumann unternommene Versuch, das nach EKin- 
gabe von Nucleinsiure auch von ihm beobachtete Ansteigen der 
Kreatin—Kreatininausscheidung als eine indirekte Wirkung der 
genannten Verbindung auf diese zu erkliren, wird abgeiehnt. 
Schumann nimmt an, daB das Ansteigen der Gesamtkreatinin- 
ausscheidung in Zusammenhang mit einer Erhéhung des Gesamt- 
stickstoffstoffwechsels stehe. Aus den von Schumann mitgeteilten 
Befunden laBt sich nicht erkennen, ob und in welcher Richtung 
der letztere nach Eingabe von Nucleinsiure beeinfluBt war. Wir 
selbst fanden ein Ansteigen der Gesamtkreatininausscheidung nach 
Zufuhr von Nucleinséiure, ohne daB der Gesamtstickstoffstoffwechsel 
einen Anstieg erfuhr. Ferner konnte gezeigt werden, daB nach Er- 
héhung des letzteren (Kingabe groBer Mengen von Glykokoll, ferner 
von Phlorhizin) der Gehalt des Harnes an Gesamtkreatinin un- 
verandert blieb. Es wird darauf hingewiesen, wie wertvoll fiir 
die Beurteilung der Beeinflussung des Gesamtstickstoffstoffwechsels 
durch bestimmte Produkte die gleichzeitige Bestimmung der Ge- 
samtstickstoffausscheidung und der im Harn auftretenden stickstoff- 
haltigen Verbindungen ist. Thyroxin, Adrenalin und Menformon 
bedingen z. B. ein Ansteigen der Gesamtkreatininausscheidung, 
waihrend andere Hormone einen solchen Kinflu6 vermissen lassen.') 
Gleichzeitig kann der Stickstoffstoffwechsel als solcher beeinfluBt 
sein. Es lassen sich aus der Zusammensetzung des Harnes an den 
einzelnen stickstoffhaltigen Verbindungen Schliisse auf den Angriffs- 
punkt der einzelnen, den letzteren beeinflussenden Stoffe ziehen. 

Was nun die Versuche mit Histidin anbetrifft, so hatten 
wir bereits in friiheren Versuchen festgestellt, daB ein eindeutiger 
KinfluB auf die Gesamtkreatininausscheidung erst dann feststellbar 
ist, wenn gréBere Mengen dieser Aminosiiure zur Verabreichung 
kommen, Schumann hat so geringe Mengen davon verfiittert, 
daB ein negatives Ergebnis vorauszusehen war. 

') Der eine von uns (Buadze) wird demnichst tiber seine Erfahrungen 


beziiglich des Einflusses verschiedener Hormone auf den Stickstoffwechsel 
und die Gesamtkreatininausscheidung berichten. 














Zur Konstitution des Anserins. 
Von 

Wilhelm Linneweh und Friedrich Linneweh. 

Mit 2 Figuren auf Tafel I. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen lastitut der Universitat Wirzburg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 24. Marz 1930,) 


Die als Anserin bezeichnete Base C,,H,,N,O, wurde zuerst~ 


in der Muskulatur der Gans?), dann auch bei anderen Sauropsiden *) 
(im Fleisch von Huhn, Truthuhn, Taube, Krahe und Krokodil) 
gefunden. Das Vorkommen in der Vogelmuskulatur ist inzwischen 
auch von anderer Seite bestatigt worden.’) Die Spaltung des 
Anserins ergab N-Methylhistidin und #-Alanin.*) SchlieBlich wurde 
noch die Reihenfolge, in der die beiden Spaltprodukte miteinander 
verkniipft sind, und die Stellung der Methylgruppe zur Seitenkette 
des Methylhistidins ermittelt*), so daB die endgiiltige Konstitutions- 
formel jetzt folgende ist: 


HC-———C . CH, . CH. COOH 
| | | 
N  N.CH, NH 


” | 
CH OC.CH,.CH,.NH, . 


Der Konstitution nach ist also Anserin ein am Stickstoff des 
Imidazols monomethyliertes Carnosin. Die Analogie ist auch in 
bezug auf die optischen Kigenschaften vorhanden: beide drehen 
rechts, Anserin [a@]i° = + 11,26°, Carnosin [a@]j’ = + 21,1”. 
Fraglich blieb, welches der optisch verschiedenen Methylhistidine 
im Anserin vorhanden ist. 

Auch beim Carnosin war bis jetzt nicht ermittelt, welclic 
optische Form im Molekiil enthalten ist: bei der urspriinglich 
vorgenommenen fydrolyse des Carnosins®) entsteht infolge der Ver- 
wendung von Baryt d,l-Histidin. Eine Bestimmung des Drehungs- 
vermoégens fiir optisch aktives Histidin, das durch Saurehydrolyse 
aus Carnosin gewonnen ist, konnten wir in der Literatur nicht auf: 
finden. Die Barytspaltung des Anserins *) lieferte d,1-Methylhistidin.* 





*) Anmerkung: Ein derartiges, am Stickstoff des Imidazolkernes mono- 
methyliertes Histidin ist bisher auch synthetisch nicht gewonnen wordev 
Fragher u. Pyman [J. of chem. Soc. (Transact.) 119, 734 (1921)] stellten 
ein Methylhistidin synthetiseh her, das die Methylgruppe am Stickstoff der 
Seitenkette des Histidins triigt. 
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Im Hinblick auf das im KiweifBmolekiil vorhandene 1-Histidin 
war zu erwarten, daB im Carnosin ebenfalls 1-Histidin mit #-Alanin 
verbunden und ganz analog im Anserin dann 1-Methylhistidin vor- 
handen sein wiirde. In der vorliegenden Untersuchung wird dies 
sichergestellt. 

Wir gingen so vor, daB wir beide Verbindungen mit Schwefel- 
siure hydrolysierten. Diese Hydrolyse ist nach Broude’) beim 
Carnosin nach 5 Stunden vollstiindig. Die Spaltung mit Schwefel- 
siure ist nicht nur deshalb vorteilhaft, weil keine Racemisierung 
eintritt, sondern sie ist itiberhaupt schonender. Infolgedessen er- 
hielten wir eine Ausbeute von 66°/, an reinem 1-Methylhistidin 
aus Anserin und von itiber 70°/, an reinem 1-Histidin aus Car- 
nosin. Auch gelang es dieses Mal, das bei der Hydrolyse des 
Anserins gebildete -Alanin nicht nur als @-Naphthylisocyanat- 
Verbindung, sondern auch als freien Kérper z1 isolieren. 

Vom 1]-Methylhistidin wurden das Drehungsvermégen und die 
Léslichkeit bestimmt, sowie das Nitrat und Pikrolonat hergestellt. 

Der Unterschicd zwischen Anserin und Carnosin besteht 
also nur in der Methylgruppe am Stickstoff des Imidazolkernes. 


Experimenteller Teil. 
Schwefelsaure-Hydrolyse des Anserins. 


10g Anserin (rechtsdrehend, aus reinem Anserin—hupfersalz) 
wurden in 500 ccm 20°/,iger Schwefelsiure 6°/, Stunden am 
RiickfluBkihler gekocht. Die Schwefelsiure wurde durch Zugabe 
von Baryt soweit beseitigt, daB nur ein geringer Gehalt von 
Schwefelsiure zuriickblieb. 

Die Reaktion war jetzt deutlich alkalisch. Nach dem Ein- 
engen, das schlieBlich bei sehr gelinder Temperatur vorgenommen 
wurde, krystallisierte das l-Methylhistidin sofort rein aus. Aus 
der Mutterlauge lieB sich eine zweite Menge durch Kinengen ge- 
winnen und eine dritte durch Fillung mit Phosphorwolframsiiure; 
diese wurde in stark verdiinnter Lésung vorgenommen, um das 
j-Alanin nicht mit niederzuschlagen. Die Gesamtausbeute an 
reinem 1-Methylhistidin betrug 4,66 g (bei 130° im Vakuum ge- 
trocknet), dieses entspricht 66,2°/, der theoretisch zu erwartenden 
Menge. 

1-Methylhistidin. 

Ks bildet schéne Nadeln und bietet mikroskopisch ein ganz 

anderes Bild als das d,l-Methylhistidin (vgl. die Figuren). Beim 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXXIX. 6 
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Trocknen (100° Vakuum) verlieren die Krystalle ihren Glanz 
und geben 1 Molekiil Krystallwasser ab. Das krystallwasserfreie 
l-Methylhistidin schmilzt bei 248—49°. 
0,1087 g Substanz gaben 0,0108 g H,0. 
C,H,yN,0, + H,O (187,13) Ber. H,O 9,63°, 
Gef. » 9,94 

Fiir die folgenden Analysen wurde die Substanz bei 130° im 
Vakuum getrocknet. 

0,1731 g Substanz gaben 0,3120 g CO, und 0,1022 g H,0. 

9,955 mg Substanz gaben 2,151 cem N (743 mm, 17°). 


14,345 mg » 8,087 cem N (743 mm, 17°). 
7,730 mg " - 1,632 eem N (756 mm, 16°). 
12,315 mg 7 » 14,900 mg AgJ. 
C,H,,N,0, (169,11) Ber. C 49,68°/, H 6,56°/, N 24,85°/, (N)CH;, 8,88° , 
Gef. ,, 49,16 ,,6,61 ,, 24,86,24,76,24,80 ., 7,73 


Die Léslichkeit in Wasser betriigt bei 25° etwa 20g in 
100 g Loésung. 

Das Drehungsvermégen einer wibrigen Lésung des krystallwasserfreien 
l-Methylhistidins betrug a/,* = — 1,03° (0,1770 g Substanz in 4,4596 g Lisung; 


d = 1,012; ¢= 18°; 7=1 dm) und ap’ = — 0,98° (0,1909 g Substanz in 
5,1154 g Lésung; d = 1,011; ¢= 18°; 7 = 1dm). Also 
(a}},* = — 25,64° und [a]! * = — 25,98°. 


l-Methylhistidinnitrat. 


Ein Teil der Base wurde mit verdiinnter Salpetersiure schwach 
kongosauer vorsichtig eingeengt. Es entsteht ein weiBes Krystall- 
pulver, das bei 210° sintert und bei 216° schmilzt (u.). 

7,580 mg Substanz gaben 1,656 cem N (727 mm, 19°). 

10,175 mg . 9»  2,215cecem N (727 mm, 19%). 

C,H,,N,0, > HNO, (232,13) ser, N 24,14, 
Gef. ,, 24,48, 24,34°/, 


1-Methylhistidin- Pikrolonat. 


Die Fallung des Methylhistidins erfolgte aus konzentrierter 
Lésung mit wiBriger Pikrolonsiure. Nach dem Umkrystallisieren 
erschienen gut ausgebildete mikroskopisch kleine Nadeln, die stark 
gebogen sind. Die Substanz sintert bei 240° und schmilzt be! 


246° (u.). | 
5,110 mg Substanz gaben 1,034 cem N (731 mm, 16°). 
5,970 mg - » 1,210 cem N (731 mm, 16°). 


C_H,,N,O, °C, H.N,Os (433,21) Ber. N 22,649, 
Gef. ,, 22,99, 23,03 °/, i 
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f-Alanin. 

Das Filtrat der Phosphorwolframsiurefillung, welches die 
Reste des l-Methylhistidins enthielt, wurde mit Baryt in bekannter 
Weise zersetzt. Das Filtrat des Bariumphosphorwolframates ver- 
setzten wir so lange vorsichtig mit Schwefelsiure, bis eine Spur 
hiervon im Uberschu8 war. Nach langsamem Einengen zum 
diinnen Sirup krystallisierte schlieBlich das 8-Alanin als zusammen- 
hingender Kuchen durchsichtiger Krystalle. Sie wurden abgesaugt 
und umkrystallisiert. Schmelzp. 196° (u.). Ein synthetisches 
Priparat von #-Alanin schmolz bei 194—198° (u.). Der Misch- 
schmelzpunkt zeigte keine Depression. 

10,155 mg Substanz gaben 1,406 ccm N (727 mm, 19°). 

8,305 mg “ » 1,176 cem N (727 mm, 19°). 

C,H,NO, (89,07) Ber. N 15,73°/, 
Gef. ,, 15,49, 15,84°/, 

Wie seiner Zeit bei der Barytspaltung des Anserins, wurde 
auch hier das #-Alanin noch in die «¢-Naphthylisocyanatverbindung 





iibergefihrt. 
12,890 mg Substanz gaben 1,254 ccm N (741 mm, 18°). 
16,485 mg - » 1,578 cem N (741 mm, 18°). 


C,,H,.N,O, (258,1) Ber. N 10,9°, 
Gef. ,, 10,94, 11,13°/, 


Die Substanz schmilzt unter Zersetzung bei 230—282° (u,). 


Schwefelsiurehydrolyse des Carnosins. 


2g reines Carnosin werden 8 Stunden in 50 ccm 20°/,iger 
Schwefelsiure am RiickfluBkiihler gekocht. Nach Zugabe von 
Baryt bis zum Verbleiben eines ganz geringen Restes von Schwefel- 
siure wird eingeengt und 1-Histidin in schénen Krystallen erhalten. 


Das Drehungsvermégen der wiBrigen Lisung betrug af° = — 1,27° 
0,3390 g Substanz in 10,0919 g Lisung; d = 1,0112, ¢ = 20°, / = 1 dm) und 
«}® = — 1,58 (0,2077 g Substanz in 4,9898 g Lésung; d = 1,0145, ¢ = 18°, 
= 1 dm) und e}*’ = — 1,92° (0,2539 g Substanz in 5,0845 g Lésung; 
¢ = 1,018, ¢= 18°, /=1dm). Also 

[w]?,° = — 37,39°; [o]}’ = — 37,04°; [as = — 37,78°. 


Reines 1-Histidin anderer Herkunft gab in wiBriger Lésung a}* = 
~ 1,93° (0,2490 g Substanz in 4,9930 g Lésung; d = 1,018, ¢ = 18°, / = 1 dm). 
Das entspricht 
[a},°= — 38,02°. 


Die fiir das 1-Histidin in der Literatur angegebenen Werte 
‘ir das Drehungsvermégen stimmen nicht immer ganz iiberein. 


eS” 
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Im synthetisch gewonnenen Produkt fand Pyman’) [@],, = — 36,7°, 
— 37,0", — 37,7°, — 36,6°, — 38,1°. 

Unser |-Histidin begann bei etwa 260° sich zu zersetzen und 
schiumte auf bei 270° Abderhalden und Weil®) fanden bei 
raschem Erhitzen Braunfirbung bei etwa 255° (u.), Zersetzung 
unter Aufschiiumen bei 279° (u.), Friinkel?) bei 253°, F. Ehr- 
lich?}) bei 269—271° im geschlossenen Réhrchen, Pyman (a. a. O.) 
bei 287° (korr ). 

Beim AbschluB der Arbeit finden wir eine kurze Mitteilung von 
Pyman?*) iiber Anserin vom 18. Dezember 1929, in der er auf Grund 
seiner friiheren Untersuchungen !*) iiber 1,4- und 1,5-Dimethylgly- 
oxalin auf die Frage nach der Stellung der Methylgruppe am Imid- 
azolring eingeht. Diese war indessen schon von Keil?) in seiner 
Mitteilung vom 19. November 1929, in der er auf die Untersuchungen 
Pymans Bezug nimmt, erédrtert und klargestellt worden. Pyman 
weist auch darauf hin, daB hinsichtlich der Stellung der Methyl- 
eruppe zur Seitenkette im Anserin dasselbe Verhiltnis vorliegt 
wie beim Pilocarpin, was in Anbetracht der biologischen Herkunft 
beider Kérper beachtenswert ist. 

Untersuchungen iiber den biologischen Abbau von Anserin 
und Methylhistidin sowie tiber die Synthese dieser beiden Sub- 
stanzen sind in Angriff genommen. 


Dem einen von uns wurde die Durchfiihrung dieser Arbeit 
durch eine Beihilfe von seiten der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft in dankenswerter Weise erméglicht. 
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Martin Schenck und Henry Kirehhof. 


(Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung des Veterinir-physiologischen Instituts 
der Universitit Leipzig.) 


(Der Redaktion zugegangen am 12. April 1930.) 


Uber neue Versuche mit stickstoffhaltigen Abkémmlingen 
der Biliansaure. 


LaBt man auf Biliansiiure-oximlactam (I) Salpetersiiure (D. 1,4) 
hei Zimmertemperatur kurze Zeit einwirken, so bildet sich eine 
schén krystallisierende, blaugefiirbte Nitrosoverbindung, fiir die 
wir Formel II aufgestellt haben.') Die Lage der Doppelbindung 
in dieser Formel ist hypothetisch, sie kénnte sich auch zwischen 
C12 und C!! befinden, vorausgesetzt, daB von dem C-Atom 11 
iiberhaupt ein Wasserstoffatom abgespalten werden kann, was aber 
nach H. Wieland und F. Vocke?) weniger wahrscheinlich ist. 
DaB die Nitrosoverbindung II dem Bayerschen Reagens gegeniiber 
sich negativ verhilt, insofern, als dieses nicht sofort entfarbt wird 
und daB auch ihre Lésung in Eisessig acetonische Permanganat- 
lisung nicht momentan entfirbt, war bereits friiher erwihnt 
worden. Wenn wir trotzdem in dem Nitrosokérper eine Doppel- 
bindung angenommen haben, so geschah dies aus folgenden 
Griinden: Verbindung II bildet sich unter dem EinfluB von 
Salpetersaéure, nicht von anderen Siuren (HCI, H,SO,), es scheint 
also bei ihrer Entstehung ein oxydierend wirkendes Moment mit 
im Spiele zu sein. Ferner wird der Nitrosokérper in das Oxim- 
lactam I zuriickverwandelt, wenn man ihn mit Zinkstaub und 








1) Diese Z. 177, 280 (1928). 
*) Diese Z. 177, 68 (1928). 
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Kisessig erhitzt, nicht dagegen durch Eisessig allein, dieses Verhalten 
spricht dafiir, daB der Ubergang von II in I unter gleichzeitiger 
Hydrierung sich vollzieht. Auch die Tatsache, daB durch iiber- 
schiissige Lauge aus der Nitrosoverbindung If die Ketolactam- 
tricarbonsiiure III sich bildet, laBt sich am einfachsten erkliren, 
wenn man in der Substanz II eine doppelte Bindung annimmt, 
es ist dann unter dem KinfluB der Lauge die NO-Gruppe durch 
Hydroxyl ersetzt worden und die so entstandene Enolform in die 
Ketoform iibergegangen: —CH=C(/NO)— —»> —CH=C(OH)— —> 
—CH,—CO—. In welcher Gestalt die Nitrosogruppe abgespalten 
wird, ist nicht geklirt, vielleicht als untersalpetrigsaures Natrium. 
Wir hatten schon vor laingerer Zeit beobachtet, daB die 
Lésung des blauen Kérpers II in konz, Schwefelsiure beim Stehen 
sich entfirbt und haben jetzt diese Reaktion niher untersucht. 
Die Isolicrung des Reaktionsproduktes in reiner Form stieB anfangs 
auf Schwierigkeiten, wir haben dann aber unter Anwendung eines 
besonderen Reinigungsverfahrens (s. unten) feststellen kénnen, dat 
unter dem EKinfluB der H,SO, die Nitrosoverbindung II in das 
Oximlactam I iibergefiihrt ‘wird, wenn auch die Reaktion nicht 
glatt verliuft. Dieser Uberzang ist unter Zugrundelegung der 
Formel C,,H,,N,O, (also mit Doppelbindung) fiir die Nitroso- 
verbindung nicht zu erkliren, es miiBte sich denn ein komplizier- 
terer Reaktionsmechanismus abspielen, etwa so, daB gleichzeitig ein 
Teil der Substanz oxydiert, ein anderer aber reduziert und dan» 
umgelagert wird; fiir eine solche nach Art der Cannizzaroscher 
Reaktion sich vollziehende Oxydoreduktion haben sich aber bisher 
keine Anhaltspunkte ergeben. Liegt ein derartiger Mechanismus 
nicht vor, dann kann der Ubergang von IJ in I unter der Ein- 
wirkung der Schwefelsiiure nur in einer einfachen Isomerisation: 
—CH(NO)— ——->» —C(:NOH)— bestehen, d. h. der Nitrosover- 
bindung miiBte dann die empirische Formel C,,H,,.N,O, zukommen, 
die Doppelbindung in dem Strukturbild I also durch eine einfaclic 
ersetzt werden. Nitrosoverbindungen, welche die NO-Gruppe a. 
einem C-Atom tragen, an dem noch ein Wasserstoffatom haftet. 
wurden bekanntlich friiher fiir nichtexistenzfihig gehalten, sic 
sollten sofort in Oxime iibergehen. J. Schmidt?) hat aber ge- 
zeigt, duB in bestimmten Fallen solche Nitrosokérper doch be- 
stiindig sind, unsere Verbindung II wiirde sich, falls ihr tatsichlic! 


1) Vgl. Houben-Weyl, Die Methoden d. organ. Chem. 2. Aufl., 1. 
38 (1924). 
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die Formel C,,H,,N,O, zukommt, den verhiltnismiBig wenigen, 
bisher beschriebenen Nitrosoverbindungen der bezeichneten Art 
anreihen. Zu der Formel C,,H,,N,O, stimmen nun die friiher 
erhaltenen Analysenzahlen einigermaBen, die gefundenen Kohlen- 
stoffwerte sind allerdings etwas zu hoch, sie sind iibrigens auch 
etwas héher als dem C-Gehalt einer Verbindung C,,H,,N,O, ent- 
spricht. Den mutmaBlichen Grund dafiir haben wir triiher an- 
gegeben.') Dagegen sind die oben angefiihrten Reaktionen des 
Nitrosokérpers unter Zugrundelegung der Formel C,,H,,N,O, nicht 
ohne weiteres verstindlich; besonders die Erklirung ‘des Verhaltens 
gegen tberschiissige Lauge stéBt auf Schwierigkeiten, man miiBte 
unnehmen, daB gleichzeitig mit der Abspaltung der NO-Gruppe 
eine Oxydation sich vollzieht, eine Annahme, die nicht ungezwungen 
ist. Unter Beriicksichtigung aller vorliegenden Tatsachen miissen 
wir sagen, daB sich eine sichere Entscheidung zugunsten der einen 
oder der anderen Formel zurzeit noch nicht treffen liBt. 


Unter denselben Bedingungen, unter denen sich aus Biliansiiure- 
oximlactam Verbindung II bildet, hatten wir aus Biliansiure-dioxim 
einen zweiten Nitrosokérper bereiten kénnen, dem die Struktur- 
formel IV zuerteilt wurde.?) Auch in dieser Formel ist die Lage 
der Doppelbindung hypothetisch. In seinen Reaktionen verhilt 
sich der Kérper IV der Nitrosoverbindung II ganz analog, mit 
Zinkstaub und Kisessig wird also Biliansiiure-monoxim (NOH an 
C}?), mit iiberschiissiger Lauge Biliansiure selbst gebildet. Durch 
konzentrierte (bzw. 90°/, ige) Schwefelsiure erfolgt auch hier Ent- 
firbung. Wir haben erwartet, in dem Reaktionsprodukt Bilian- 
siiure-monoxim (NOH an C?*) anzutreffen, aber bisher diese Ver- 
bindung in reiner Form nicht isolieren kénnen. DaB sie aber 
entstanden sein diirfte, dafiir sprechen verschiedene Beobachtungen. 
Aus dem Reaktionsprodukt lie® sich nimlich nach Kochen mit 
Salzsiiure Biliansiiure gewinnen, die zum mindesten teilweise aus 
dem Oxim hervorgegangen sein wird, denn die gekochte Mischung 
gab nach dem Alkalisieren eine deutliche positive Reaktion mit 
wha soen: ate Lisung, enthielt also aller Wahrscheinlichkeit nach 
Hydroxylamin. Sodann konnte aus dem Reaktionsprodukt mit 
Hilfe von Salpetersiiure die Ausgangssubstanz IV regeneriert 
werden; diese bildet sich aber, wie wir friiher gezeigt haben, 
nicht nur aus Biliansiure-dioxim, sondern auch aus dem 12- 

') Diese Z. 175, 141 (1928). 

') Diese Z. 177, 280 (1928). 
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Monoxim.') Im iibrigen haben sich bei der Kinwirkung der 
Schwefeisiiure auf den Koérper IV noch andere Reaktionen ab- 
gespielt und zwar anscheinend in noch erheblicherem Umfange, 
als dies bei der Verbindung II der Fall ist. Beziiglich der Formu- 
lierung der Nitrosoverbindung IV (ob C,,H,,NO, oder C,,H,,NO,) 
silt alles, was oben bei Besprechung der Substanz II erdértert 
wurde, eine sichere Entscheidung steht also auch hier noch aus. 


Libt man Salpetersiure tagelang bei Zimmertemperatur aut 
Biliansiiure-oximlactam oder auf den Nitrosokérper II einwirken, 
-9 bildet sich eine farblose Substanz von der Formel C,,H,,N,0,,. 
Die Entstehung dieses Stoffes haben wir uns so erklart, daB die 
Nitrosogruppe in die Nitrogruppe iibergehen und gleichzeitig die 
Anlagerung eines Wassermolekiils an die Doppelbindung erfolgen 
sollte. Demgema8 wurde fiir den farblosen K6érper die Struktur- 
formel V aufgestellt?) (die Doppelbindung der Nitrosoverbindung 
war zwischen C!” und C!! angenommen worden). Wir haben das 
Symbol V hauptsiichlich deshalb gewihit, weil sich der Stoff glatt 
vierbasisch titrieren liBt, drei Aquivalente NaOH waren auf die 
drei Carboxylgruppen, das vierte auf ein der Nitrogruppe be- 
nachbartes Hydroxyl bezogen worden. fiir eine in Nachbarschaft 
zur Nitrogruppe befindliche Hydroxylgruppe schien auch der Umstand 
zu sprechen, daB sich die farblose Substanz in Natronlauge mit 
gelber Farbe list. Nach neueren Versuchen, die in anderem 
Zusammenhang verdffentlicht werden sollen, ist aber diese Farbung 
sehr wahrscheinlich auf eine hartnickig anhaftende Verunreinigung 
zuriickzufiihren. Von vornherein lag die Annahme nahe, daf bei 
der langdauernden EKinwirkung der Salpetersiure der Lactamring 

“aufgespalten und auf diese Weise das vorhin erwihnte Wasser- 
molekiil aufgenommen wurde. Der farblose Stoff hatte dann 
4 Carboxylgruppen im Molekiil enthalten miissen. Wir hielten 
dies indessen aus dem Grunde fiir unwahrscheinlich, weil sich 
in anderen Fiillen die bei Sprengung des Lactamringes ent- 
stehende Carboxylgruppe bei der Titration nicht ohne weiteres 
erfassen lift.) In kiirzlich ausgefiihrten Versuchen haben wir 
uns aber davon iiberzeugt, daB die Verbindung C,,H,,N,0,, eine 
Aminogruppe enthilt, die sich nach dem Verfahren von van Slyke 
bestimmen libt, wenn die Reaktion auch langsam verliuft (Kinzel- 


1) Diese Z. 177, 290 (1928). 
2) Diese Z. 176, 187 (1928); 177, 286 (1928); 181, 186 u. 197 (1929). 
8) Diese Z. 104, 287 (1919); 166, 151 (1927). 
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heiten s, unten). Die Formel V mu deshalb aufgegeben werden 
und es gewinnt das Strukturbild VI fiir den farblosen Korper sehr 
an Wahrscheinlichkeit. Die Tatsache, daB sich die Verbindung 
scharf vierbasig titrieren 1iBt, kann man sich dann vielleicht so 
erkliren, daB der Hinflu8 der Aminogruppe durch die gleichzeitig 
vorhandene Nitrogruppe in irgendeiner Weise kompensiert wird. 
Ubrigens hat sich, wie bereits friiher hervorgehoben wurde, die 
angenommene Nitrogruppe mit Phenol und Schwefelsiure nicht 
nachweisen lassen. Méglicherweise ist auch in der Verbindung V] 
die doppelte Bindung durch eine einfache zu ersetzen (vgl. oben 
Verbindung II), zu der Formel C,,H,,N,O,, stimmen zwar die 
analytischen Daten nicht gut, es ist aber darauf hinzuweisen, dab 
gerade dieser Stoff sich nur schwierig in ganz reinem Zustand 
cewinnen liBt und dab daher die Differenzen in den Zahlenwerten 
auf eine Beimengung zuriickzufiihren sein kénnten. Mit Bayers 
Reagens lieB sich eine doppelte Bindung nicht feststellen. Auch 
die Verbindung VI haben wir in ihrem Verhalten gegen Schwefel- 
siure geprift, das Reaktionsprodukt aber noch nicht mit Sicher- 
heit charakterisieren kénnen. Es ist nicht ausgeschlossen, dab 
es sich dabei um ein Kondensationsprodukt, entstanden aus 
zwei Molekiilen der Ausgangssubstanz durch Austritt eines Molekiils 
Wasser, handelt. 

In diesem Zusammenhang sei auch erwihnt, daf die friiher 
beschriebene Nitrohydroxamsiure (oder Nitrohydroximsiure’}), 
(,,H,,N,0, durch konz. Schwefelsiture anscheinend weder bei 
Zimmertemperatur, noch durch kurzdauernde EKinwirkung bei 
\\asserbadtemperatur veraindert wird. 





C: NOH C-NO 
H,C C | HCl8) 10C 
| | Cpt, COOH | ( {,Hh,-COOH 
CH C CH 
I COOH C CH, II COOH C——CH, 
NH | NH 
| 
COOH CH CO COOH CH CO 
a alle ll a ie 
CH, CH, CH, CH, 
Biliansiure-oximlactam, Nitrosoverbindung 
Cy,H,4N 0p. CyHy,N,0,. 


') Diese Z. 181, 185 (1929); 183, 88 (1929). 
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CO C+NO 
i. Pd 
HC Oy HG C 
C,,H,,- COOH | | ctf -0001 
cH Cf CH C 
Yh, in a te ol 
Ill COOH C——CH, IV COOH C———CH, 
| 
NH | 
COOH CH CO COOH CH CO 
Fie atl 
CH, CH, CH, C8, 
Ketolactamtricarbonsiiure, Nitrosoverbindung, 
C,,H,.NO,. C,,H,sNO,. 
CH(NO,) oy C-NO, 
P 
H,C C HU C 
| | 'C,.H,,: COOH | | Croll COO! 
cH OS CH C 
7 Yn - ee 
Vv coon ¢& CH, VI COOH G——CH, 
| | 
NH NH, 
COOH CH CO COOH CH COOH 
UH, OH, CH, GH, 
Nitroverbindung, C,,H;,N,0;o. Nitroverbindung, C,,H,,N.0, . 
Beschreibung der Versuche. 

1. Einwirkung von Schwefelsiure auf die Nitroso- , 
verbindung II. 1g des in der friiher beschriebenen Weise: 
hergestellten, reinen Nitrosokérpers wurde in einem starkwandige: | 
Reagensglas mit 6 ccm konz. H,SO, iibergossen; die Masse klum): 
dabei zusammen, weshalb man sie mit Hilfe eines Glasstabes i. " 
dem Liésungsmittel verteilte. Ks entstand allmihlich eine blau- it 
gefiirbte Lisung; nach einiger Zeit ging die Farbe in Griin unc P. 

. ° . a . . i 
schlieBlich in Gelb tiber. Durch wiederholtes, kurzdauerndes 7 
Eintauchen des Reagensglases in das schwach siedende Wasser- i 
bad wurde die Reaktion beschleunigt, so daB nach Verlauf von ki 

° ° 7 a A 
etwa 30 Minuten (nach dem Zusammenbringen des Nitrosokérper- hi 
mit der H,SO,) Gelbfarbung der Lésung eingetreten war. Auc- boas 
ohne jegliches Erwirmen tritt die Reaktion ein, sie dauert dam ve 
aber linger (1—3 Stunden). Die gelbe Lésung wurde nunme §& Me 


1) Diese Z. 178, 140 (1928). 
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in Wasser, das zerkleinertes Kis enthielt, gegossen (Abstumpfen 
der sauren Reaktion mit eiskalter 20°/,iger Natronlauge) und die 
hierdurch entstandene, etwas gelb gefiirbte Fallung nach mehreren 
Stunden abgesaugt und mit Wasser gewaschen. Durch Um- 
krystallisieren aus 20°/,iger Kssigsiiure unter Verwendung von 
‘Tierkohle erhielt man ein nur wenig gefiirbtes Produkt, das aber 
bei der Analyse (Trocknen bei 120°) einen im Vergleich zum 
C-Gehalt des Oximlactams zu hohen Kohlenstofiwert lieferte. 

0.1110 g Substanz gaben 0,2492 g CO,, 0,0744 g H,O. 

0,1086 g ™ » 9,3 cem N bei 11,5° und 767,0 mm Hg. 

0,1497 ¢ - (Probe anderer Darstellung; ohne Lésungs- oder 
Aufschwemmungsmittel titriert, Phenolphthalein) verbrauchten 9,49 cem 
n/10-NaOH. 

C.,H3.N,0, Ber. 59,97%, C 7,55°/, H  5,83°/, N _ 28,11°/, COOH 
Gef. 61,25 7,50 5,91 28,54 

Der Zersetzungspunkt des Materials war wenig scharf und 
lag niedriger als der des zum Vergleich benutzten notorischen 
Oximlactams. Auch ein in der gleichen Weise bereitetes, zweimal 
aus 20°/,iger Essigsiure umkrystallisiertes Priparat zersetzte sich 
etwa 10° niedriger als reines Oximlactam anderer Herkunft und 
cab einen etwas zu hohen C-Wert. 

0,1096 g Substanz lieferten 0,2425 g CO,, 0,0749 g H,0. 

Gef. 60,36°/, C, 7,65°/, H. 

Um das Reaktionsprodukt in reiner Form zu isolieren, be- 
dienten wir uns nunmehr der Schwerléslichkeit des Oximlactam- 
Chlorhydrats ‘in 25°/,iger Salzsiure!) und verfuhren wie folgt. 
(ie in der oben beschriebenen Weise erzeugte Rohfillung be- 
liandelte man bei gewohulicher Temperatur mit so viel 25°/, iger 
Salzsiiure, daB nur wenig ungelést blieb, saugte alsbald ab und 
tiberlieB das zuniichst klare Filtrat sich selbst. Beim Stehen 
schied sich eine weibe krystallinische Masse aus (Schiitteln oder 
Reiben mit dem Glasstab begiinstigt die Ausscheidung), die ab- 
: vesaugt, mit wenig 25°/,iger Salzsiiure gewaschen, gut abgepreBt, 
7 getrocknet und in viel heifem Wasser gelést wurde. Beim Ab- 
kiihlen schied sich das freie Oximlactam in Gestalt von fast 
farblosen flachen Prismen aus, unter ihnen waren auch die friiher 
beschriebenen ,langgestreckten Rechtecke“ zu erkennen. Die 
Ausbeute an dieser Krystallisation betrug 22,5°/, der eingesetzten 


/0 
Menge des Nitrosokérpers, insgesamt hat sich aber sicher ein 


') Diese Z. 175, 139 u. 140 (1928). 








Martin Schenck und Henry Kirchhof, 


92 


groBeres Quantum des Oximlactams gebildet. Die Krystalle 
zersetzten sich, verglichen mit notorischem Oximlactam, fast gleich- 
zeitig mit diesem bei etwa 258—260°. 

0,1273 g Substanz gaben 0,2812 g CO,, 0,0857 g H,0. 
(Litration wie oben) verbrauchten 9,29 cemn/10-NaQOH. 
55°/, H 28,11, COOH 
53 28,08 


0,1492 ¢ - 
C.,,8,0, Ber. 59,97°/, C i, 
Gef. 60,26 ‘, 

Zur weiteren Charakterisierung des gewonnenen Priiparates 
haben wir einen Teil durch Salpetersiiure in einen Nitrosokérper 
iibergefiihrt und diesen mit der Ausgangs-Nitrosoverbindung hin- 
sichtlich der Krystallform und des Zersetzungspunktes verglichen: 
ein Unterschied war nicht festzustellen. Kin anderer Teil des 
Stoffes wurde kurze Zeit mit Salzsiiure gekocht und die erkaltete 
Lésung mit Wasser verdiinnt, man erhielt so die Ketclactam- 
tricarbonsiure III in Gestalt der ,,kleinen Krystalle“ (Schmelz- 
punkt: wie friiher gefunden) und in dein Filtrat lieB sich das 
abgespaltene Hydroxylamin mit Fehlingscher Lésung nachweisen, 
Die ,kleinen Krystalle’ fiihrte man durch Kochen mit Wasser in 
die schwerer léslichen ,,Nadeln“ iiber'); dabei wurde beobachiet, 
daB die Substanz zuniichst verhiltnismiBig leicht in Lésung ging, 
daB dann aber ziemlich plétzlich eime Umwandlung in die Nadel- 
form erfolgte, die ibrerseits zu ihrer Losung ein wesentlich gréBeres 
Quantum siedend heiBen Wassers erforderte, ein Verhalten, das 
bereits friiher gemachten Feststellungen entsprach. Auch der 
Schmelzpunkt der ,,Nadeln“ stimmte mit dem friiher gefundenen 
Temperaturgrad iiberein. SchlieBlich wurden die ,,Nadeln“ wieder 
in die,,kleinen Krystalle“ zuriickverwandelt (durch Lésen in Lauge, 
Ansiiuern der Lésung mit Salzsiure und Stebenlassen der Fillung’. 
— AuBer Biliansiure-oximlactam hat sich bei den oben be- 
schriebenen Versuchen ein anderer Stoff in krystallisierter Form 
nicht isolieren lassen. 

2. EKinwirkung von Schwefelsaure auf die Nitroso- 
verbindung IV. Durch konzentrierte Schwefelsiure wird der 
Nitrosokérper IV noch schneller, als dies bei II der Fall ist, ent- 
firbt, d. h. die Farbe der Lisung geht von Blau in Gelb bis 
Gelbbraun iiber. Um die Reaktion etwas zu verlangsamen, in der 
Hoffnung, sie dadurch mehr einheitlich in dem von uns gewiinscl- 
ten Sinne zu gestalten, haben wir statt der konzentrierten 90"/,- 
ige Schwefelsiiture in Anwendung gebracht. 1 g der Nitrosover- 





') Vgl. Diese Z. 176, 192, 193 (1928). 
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bindung IV wurde bei gewohnlicher T'emperatur in 6 ccm 90°/, iger 
Schwefelsiiure gelést und die Lésung sich selbst iiberlassen; nach 
Verlauf von 15 bis 30 Minuten war die Reaktion beendet. Man 
goB die Fliissigkeit auf zerkleinertes Kis (Abstumpfen der sauren 
Reaktion mit eiskalter 20°/,iger Natronlauge) und saugte die hier- 
durch entstandene Fillung (a) nach zwei Stunden ab (Nachwaschen 
mit Wasser). Das Filtrat, das mit dem Waschwasser vereinigt 
worden war, schied beim Steben allmiihlich noch eine weife kry- 
stullinische Masse (b) aus. Diese Ausscheidung b wurde mit einer 
zur volistindigen Liésung unzureichenden Menge 25°/, iger Salz- 
siure kurze Zeit gekocht und das Ungeléste nach dem Erkalten 
abgesaugt, mit Salzsiiure und Wasser gewaschen und zweimal aus 
heiBem Wasser umkrystallisiert. Es resultierten farblose Bliitt- 
chen oder flache Nadeln, in denen nach Schmelzpunkt (278°) 
und Analyse (Trocknen bei 120°) Biliansiiure vorlag. 


0,1148 g Substanz gaben 0,2689 g CO,, 0,0770 g H,O. 
C.,H,,93 Ber. 63,97°/, C  7,61°/, HU Gef. 63,90°/, C 7,51°/, H 


Auch aus Fillung a leB sich auf diese Weise Biliansiure 
gewinnen, dagegen war durch einfaches Umkrystallisieren von a 
ein elnheitliches Priiparat nicht zu erzielen. Dab aber in dieser 
Fallung Biliansiure-monexim zugegen war, dafiir sprach die T'at- 
siche, daB nach Kochen von a mit 25°/,iger Salzsiiure in der 
salzsauren Lésung Hydroxylamin mit Fehlingscher Lésung sich 
deutlich nachweisen lieB. Da auch das Monoxim ein in stiirkerer 
Salzsiure schwer lésliches Chlorhydrat liefert!), wurde versucht, 
mit Hilfe dieses Chlorhydrats die Isolierung des Monoxims vor- 
zunehmen. Es gelang dies indessen nicht, vermutlich weil Be- 
cleitstoffe die Ausscheidung des Hydrochlorids verhinderten. In 
einem Falle haben wir zwar eine kleine Substanzmenge, die sich 
noch aus dem Filtrat von b ausschied, mit 25°/,iger Salzsiure 
in der Kilte behandelt und aus dem salzsauren Filtrat beim 
Stehenlassen zwei verschiedene Krystallformen erhalten, von denen 
die eine an Biliansfure erinnerte, wiihrend in der anderen offen- 
bar das Chlorhydrat des Monoxims vorlag, zur weiteren Charak- 
terisierung aber war die Menge zu gering. — Fillung a wurde 
huumehr nach dem Trocknen in Salpetersiure (D. 1,4) gelést 
im Verhiltnis von 0,1 g zu 1,2 com HNO,) und die alsbald sich 
grin farbende Lésung nach 20 Minuten mit einer reichlichen 


_~. 


') Diese Z. 177, 289 (1928). 
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Menge Wasser versetzt. Die entstandene Fallung krystallisierte 
man mehrmals aus 50°/, Essigsiiure um und erhielt so die be- 
kannten hellblau gefairbten Nadeln, die sich bei derselben T'empe- 
ratur wie der Ausgangs-Nitrosokérper zersetzten, in der Farbung 
aber etwa heller waren als dieser. Letzteres Verhalten erinnerte 
uns an friher beschriebene, mit der Oximinohydroxamsiure 
C,,H,,N,0, angestellte Versuche, bei denen gelegentlich auch ein 
heller gefarbtes Produkt erhalten worden war.!) — Nach Vor- 
stehendem ist es also sehr wahrscheinlich, daB unter der Ein- 
wirkung von Schwefelsiiure aus der Nitrosoverbindung IV Bilian- 
siure-monoxim (NOH an C?”) sich bildet, in welchem Umfang, 
dariiber lassen sich naturgemiB auch vermutungsweise keine An- 
gaben machen. 

3. Nachweis und Bestimmung der Aminogruppe in 
der Verbindung VI. Die Bereitung des farblosen Stofies 
C,,H,,N,0,, erfolgte nach der Modifikation, die wir unserer ur- 
spriinglichen Methode gegeben haben.*) Zu den van Slyke-Be- 
stimmungen ist zu bemerken, daB die Substanzproben bei 120° 
getrocknet und jedesmal bei gewdhnlicher 'Temperatur in 10 ccm 
Kisessig geliést wurden. Die Zeitdauer des Versuchs war bei den 
einzelnen Proben verschieden: a wurde 15 Minuten, b 45 Minuten 
veschiittelt, wihrend c 2 Stunden und d 3 Stunden in der 
van Slykeschen Apparatur sich selbst iiberlassen und jedesmil 
nur wihrend der letzten 6 Minuten geschiittelt wurden. 

a) 0,1748 g Substanz lieferten 0,9 cem feuchten Stickstoff (11°, 765,5 mm) 
= 11,25%, d. Th. 

b) 0,1878 g Substanz lieferten 2,25 cem feuchten Stickstoff (16,5°, 764,8 mm) 
= 25,519/, d. Th. 

ce) 0,1824 g Substanz lieferten 4,56 ccm feuchten Stickstoff (15,5°, 759,8 mi) 
= 53,159), d. Th. 

d) 0,1906 g Substanz lieferten 8,59 ccm feuchten Stickstoff (21°, 749,8 mm) 
= 92,079), d. Th. 

DaB die Stickstoffentwicklung langsam erfolgt und lange Zeit 
anhalt, davon kann man sich iibrigens auch durch einen ein- 
fachen Reagenzglasversuch iiberzeugen. Dieses Verhalten der 
Verbindung VI ist insofern bemerkenswert, als wir auch bei einem 
anderen Gallensiurederivat, nimlich dem Chlorhydrat der aus Iso- 
biliansiiure-oximlactam erhaltenen Aminosiure, nach dem Ver- 
fahren von van Slyke bei 10—20 Minuten langem Schiittein 2u 





1) Diese Z. 183, 95 (1929). 
2) Diese Z. 181, 198 (1929). 
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wenig Stickstoff (bis zu 25°/, d. Th.) gefunden hatten.') Die Be- 
stimmung soll bei Gelegenheit unter Einhaltung einer lingeren 
Versuchsdauer wiederholt werden. Dagegen ist die Zeit von 
{0—20 Minuten ausreichend bei der durch Aufspaltung des Des- 
oxybiliansaure-lactams entstehenden Aminosiure?) und anscheinend 
auch bei dem Produkt, das durch Hydrolyse des Isodesoxybilian- 
siure-lactams sich bildet.*) DaB verschiedene Arten von Amino- 
verbindungen fiir den quantitativen Verlauf der Reaktion der 
NH,-Gruppe mit salpetriger Saéure eine verschieden lange Zeit 
hendtigen, ist bekannt. So gibt van Slyke‘) selbst an, daB Harn- 
stoff sogar eine Reaktionsdauer von 8 Stunden erfordert. 

4, Einwirkung von Schwefelsaure auf Verbindung VI. 

g des Stoffes C,,H,,N,O,, wurde mit 6 ccm konz. H,SO, 10 bis 
“ Minuten auf dem Dampfbad erhitzt, die Lésung nahm dabei 
nur eine geringe Braunfirbung an. Nach dem Erkalten goB man 
die Flissigkeit auf Eis und erzeugte so eine nur wenig gefirbte 
Fillung, die mehrmals aus Wasser oder aus 20°/, iger Essigsiure 
umkrystallisiert wurde. Ausbeute 0,24 g (nach zweimaligem Um- 
krystallisieren aus Wasser). Das Produkt wurde so in schwach 
cefarbten Blittchen erhalten, die unscharf bei 196° unter Zer- 
setzung schmolzen und fiir die Analyse (a, b, c: Proben ver- 
schiedener Darstellung) bei 120° getrocknet wurden. 

a) 0,1129 g Substanz gaben 0,2358 g CO,, 0,0708 g H,0. 
0,1534 g . lieferten 7,4 ccm N bei 13° und 751,8 mm Hg. 
b) 0,1149g 4,  gaben 0,2409 g CO,, 0,0728 g H,0. 


c) 0,1196 g 9 - 0,2503 g ,, , 0,0720¢g ,, . 
C,,Hs.NgO10 Ber. 56,23°/, C 7,08°/, H 5,47°/, N; 
C,,H3,N,0, ” 58,27 °/, ” 6,93 °/, ” 5,67 0, m4 


CygH7 N01, ” 57,23 9/4 ”? 7,01 °/, 9 5,57 °/, 5 
Gef. a) 56,98 b) 57,20 c) 57,09°/, C; 
» 9) 7,02 b) 7,09 ©) 6,74°/, H; a) 5,70%, N. 
Nach dem Ergebnis der Analyse kénnte also ein Konden- 
sationsprodukt aus 2 Molekiilen C,,H,,N,O,,—1 Mol. H,O vor- 
liegen und es wire denkbar, daB in diesem Produkt die beiden 
Reste siureamidartig miteinander verkniipft waren. Gegen diese 
letztere Annahme sprechen aber Titration und besonders Amino- 
stickstoff-Bestimmung. Ein séureamidartiger Kérper (,,H,,N,0,, 





') Diese Z. 175, 144 (1928); 177, 283, 284 (1928). 
*) Diese Z. 166, 150 (1927). 
*) Diese Z. 172, 165 (1927). 
*) Abderhalden, Handb. d. biochem. Arbeitsmeth. V, 2, 1001 (1912). 
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miBte nimlich 31,30°/, Carboxyl enthalten und bei der van Slyke. 
Bestimmung eine Stickstoffmenge liefern, die (trocken) 2,78°/, der 
abgewogenen Substanzmenge entspricht. Gefunden wurden aber 
bei zwei verschiedenen Priparaten bei der Titration 32,90 bzw. 
33,75°/, COOH, wahrend eine andere Probe nach der vanSlyke- 
schen Methode 4,28°/, Stickstoff (trocken) entwickelte. Es ist 
méglich, daB das Reaktionsprodukt noch nicht ganz rein war, 
denn trotz wiederholten Umkrystallisierens nahm die zuniichst 
nur ganz schwach gefirbte Substanz beim Trocknen bei 12° 
einen stirker briunlichen Farbton an, ohne allerdings dabei zu- 
sammenzubacken oder klebrig zu werden. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft, die dem 
einen von uns (K.) ein Forschungsstipendium gewihrt hat, sind 
wir hierfiir zu groBem Danke verpfiichtet. 












Fig. 1. d,l-Methylhistidin. Lineare Vergr. 1: 25. 





Fig. 2. 1l-Methylhistidin. Lineare Vergr. 1: 2U. 


pe-Seyler’s Zeitschrift f. physiologische Chemie. Band CLXXXIX. Tafel I. 
Zu ,, Wilhelm Linneweh und Friedrich Linneweh, 
Zur Konstitution des Anserins.“ 


